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RESUMEN

México, como centro de origen del maiz, cuenta con una amplia gama de maices
nativos con diferentes caracteristicas de interés, que pudieran ser de utilidad para
el ser humano, como el aprovechamiento en los compuestos bioactivos. Los
compuestos bioactivos tienen una amplia gama de funciones en las plantas, ya sea
en los granos generando una mejora considerable en su calidad, o en sus hojas,
siendo de alto interés por sus capacidades inhibitorias de radicales libres, asi como
sus funciones estructurales y de pigmentacion. Tomando esto en cuenta, el objetivo
general de este proyecto fue analizar la relacion entre el contenido de compuestos
bioactivos y su resistencia a estrés por sequia y altas temperaturas, acentuadas por
el cambio climatico en variedades de maices nativos provenientes de diferentes
estados de la republica, realizando una caracterizacion fenotipica y de compuestos
bioactivos en maices nativos provenientes de diversos puntos de la Republica
Mexicana. Posteriormente, se seleccionaron los genotipos de mayor interés y fueron
sometidos a estrés por altas temperaturas y sequia, y se analizaron las
caracteristicas fenotipicas, fisiolégicas y de las concentraciones de compuestos
bioactivos. La caracterizacién fenotipica y de compuestos bioactivos mostré

diferencias significativas (p = 0.05) entre los genotipos evaluados, por lo que se
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seleccionaron cuatro genotipos con caracteristicas deseables, como concentracion
de compuestos bioactivos en hoja y grano, precocidad y tamafio. Amarillo Nanche
Dulce, Rojo Mochitlan, Rojo Olinald y Reventador Café. Fueron sometidos a estrés
por sequia y altas temperaturas en un experimento controlado en macetas
presentando diferencias significativas (p = 0.05) entre ellos, asi como un
comportamiento de interés ante las condiciones de estrés, como altos y bajas
concentraciones. Entre los resultados sobresalientes, se mostré que las plantas
pueden extender los intervalos entre dias a floracion masculina y dias a floracion
femenina, entre otras caracteristicas. Por otra parte, los datos fisiolégicos mostraron
que el estrés por sequia del suelo afectd la conductancia estomatica, asi como el
dafo a los fotosistemas, mientras que la interaccion entre estrés de temperatura y
humedad afect6 la transpiracién y la concentracion de CO: intracelular. Los
compuestos bioactivos presentaron diferencias significativas (p = 0.05) en la triple
interaccién, por lo que el comportamiento de los genotipos fue cambiante
dependiendo del tipo de estrés aplicado. Los analisis de correlacion mostraron
valores negativos y significativos entre la concentracion de compuestos bioactivos
y la tasa fotosintética bajo las condiciones control. Acorde a lo mencionado se puede
concluir que las poblaciones nativas cuentan con caracteristicas fenotipicas,
fisioldgicas y de concentracién de compuestos bioactivos de alto interés para los
programas de mejoramiento genético, asi mismo se concluye que los compuestos
bioactivos son una herramienta de importancia para la resistencia a estrés abiotico
con areas de oportunidad por explorar, dando cabida a la investigacion a estrés

abiotico en maices nativos.
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SUMMARY

Mexico, as the center of origin of maize, has a wide range of native maize varieties
with different characteristics of interest which are useful for humans, among these,
bioactive compounds. Bioactive compounds have a wide range of functions in plants,
either in grains generating a considerable improvement in their quality, or in their
leaves, being of high interest for their inhibitory capabilities of free radicals, as well
as their structural and pigmentation functions. Taking this into account, the overall
objective of this project was to analyze the relationship between the content of
bioactive compounds and their resistance to drought stress and high temperatures
in native maize varieties from different states of the Mexican Republic, performing a
phenotypic characterization and bioactive compounds analysis in native maize.
Phenotypic and bioactive compound characterization showed significant differences
(p = 0.05) between the evaluated genotypes, so four genotypes with desirable
characteristics were selected, such as concentration of bioactive compounds in leaf
and grain, precocity, and size. Subsequently, the genotypes Amarillo Nanche Dulce,
Rojo Mochitlan, Rojo Olinala and Reventador Café, were selected and subjected to
stress due to high temperatures and drought, and the phenotypic, physiological and
concentration characteristics of bioactive compounds were analyzed. The drought

and high temperatures stress induction was achieved in a pot controlled experiment
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which resulted in significant differences (p = 0.05) between the conditions, as well
as a behavior of interest to stressful conditions, such as high and low values for
phenotypic, physiological and bioactive compounds. Among the outstanding results,
it was shown that plants can extend the intervals between days to male flowering
and days to female flowering, among other characteristics. On the other hand,
physiological data showed that soil drought stress affected stomatic conductance as
well as a damage to photosystems, while the interaction between temperature and
drought stress affected transpiration and intracellular CO2 concentration. The
bioactive compounds had significant differences (p = 0.05) in the double interaction,
so the behavior of the genotypes was changing depending on the type of stress
applied. According to the above, it can be concluded that native populations have
phenotypic, physiological and concentration characteristics of bioactive compounds
of high interest for genetic improvement programs, as well as bioactive compounds
are a tool of importance for resistance to abiotic stress with areas of opportunity to

be explored, giving room for research to abiotic stress in native maize.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se han observado las consecuencias causadas por el cambio
climatico en el deterioro del medio ambiente, como son las perturbaciones
encontradas en el régimen hidroldgico, provocando fenbmenos naturales asociados
a la temperaturay el agua, causando afecciones a los cultivos de mayor importancia

(Arellano-Monterrosas, 2010).

El Panel Intergubernamental sobre Cambio Climéatico (PICC) ha sefialado que la
temperatura del planeta ha tenido un incremento de 0.74 °C en los tltimos 100 afios,
lo cual, si continua en aumento, se esperan mayores cambios en la biodiversidad,

salud y agricultura, dificiles de calcular (Conde, 2011).

En el pais y el mundo, uno de los alimentos con mayor importancia en la canasta
basica de la poblacion es el maiz. De acuerdo a la Secretaria de Agricultura y
desarrollo rural (SEDAR), el consumo promedio de maiz per capita al afio es de
196.4 kg, principalmente en el consumo de tortillas, representando el 20.9 % del
gasto total de alimentos y bebidas realizado por las familias mexicanas (SAGARPA,

2017).
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La produccion de maiz se ha visto afectado por el cambio climatico, ya que el
incremento de la temperatura causa problemas en polinizacion, aumento de
respiracion y disminucién de fotosintesis y afecta el comportamiento fenolégico,
mientras que la disminucion de temperaturas reduce el crecimiento y desarrollo de
la planta. El estrés hidrico disminuye el crecimiento celular, sintesis de proteinas,
afecta el sistema estoméatico, asi como la asimilacion de dioxido de carbono

(Ahumada-Cervantes et al., 2014).

Dentro de la variabilidad genética en el cultivo del maiz, existe un grupo especial de
genotipos que se caracteriza por el contenido de diversos pigmentos, generando
granos de colores como verde, amarillo, rojo, azul y morado. Algunas de estas
tonalidades se deben a la presencia de antocianinas, las cuales son sales
glucosadas con propiedades antioxidantes por lo que han tomado el interés de
muchos en el mercado de la salud (Aguilera-Otiz, 2011; Quispe-Jacobo et al., 2011).
También se ha observado un aumento en la cantidad de antocianinas al estar el
cultivo bajo estrés hidrico o térmico. La produccion de estos pigmentos ayuda a la
proteccion de compuestos fotosensibles, proteccion del aparato fotosintético, asi
como proteccidén a la radiacion UV (Efeoglu et al., 2009; Gould, 2004). No solo estos
compuestos son de alta importancia, los flavonoides también juegan un papel
importante, ya que, aparte de funcionar como pigmentos para flores y frutos creando
colores llamativos para polinizadores, los flavonoides estan involucrados en un
mayor aprovechamiento de radiacion UV, fertilidad y resistencia a enfermedades y
agentes patdgenos (Grayer, et al., 1992; Michaelek, et al., 1999; Ozmianski, et al.,

2015).
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Para la determinacién de estos compuestos, los analisis fisioldgicos se pueden
complementar con el uso de técnicas moleculares, las cuales pueden ayudar a
obtener informacion importante en la expresion genética para la produccién de
compuestos de interés, mediante la busqueda de secuencias asociadas, o
polimorfismos presentes en el genotipo que significan informacién de gran valor

para su uso en el mejoramiento genético vegetal (Rios et al., 2009).

En base a la importancia que juegan los compuestos fendlicos en la respuesta a las
condiciones de estrés de agua y temperatura, el presente trabajo tiene los siguientes

objetivos:

Hipotesis: Los genotipos nativos de maiz son una fuente de recursos geneéticos
para la adaptacion a condiciones de estrés abiotico (alta temperatura, sequia)

mediante la sintesis de metabolitos secundarios de interés en hoja y grano.

Objetivo general: Identificar el papel desempefiado por los compuestos bioactivos
y la resistencia a estrés por sequia y altas temperaturas en variedades de maices

nativos provenientes de diferentes estados de la republica.

Objetivos especificos:

e Caracterizar agronémicamente los genotipos de maices nativos de diferentes
estados de México sembrados en Marin, Nuevo Leon.
e Cuantificar compuestos bioactivos en hoja, vaina y grano de maices nativos

a nivel de campo.
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Determinar la afeccion de estrés por sequia y altas temperaturas en
genotipos de interés basado en caracteristicas fenotipicas, fisiolégicas y

expresion de compuestos bioactivos.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Maiz.

El maiz (Zea mays L.) es una especie base en la alimentacion y cultura de
Mesoamérica, ya que se considera como un elemento estratégico para la soberania
y seguridad de los alimentos en distintas formas gracias a sus valores
socioculturales, principalmente para el medio rural. Es un cereal domesticado e
incluso, venerado por diversas culturas prehispanicas y sigue siendo la base de la
alimentacion mexicana, ya que es consumido de una amplia variedad de formas y

platillos a lo largo y ancho del pais (Gonzalez-Cortés et al., 2016).

2.1.1. Origen y distribucion

México se considera el punto de origen del maiz, considerando que en este espacio
geografico se comenzd el proceso de domesticacibn de esta planta hace
aproximadamente ocho mil afios mediante la seleccién y reduccion de la diversidad
genética que se encontraba en sus parientes silvestres. Actualmente se puede
encontrar alrededor del globo en diversas variedades adaptadas a los distintos

climas y condiciones agroecoldgicas de cada regién (Kato et al., 2009).
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2.1.2. Descripcion botanica

El maiz pertenece a las plantas monocotiledéneas, presentandose en el Cuadro 1
la clasificacion otorgada por el Sistema Integrado de Informacion Taxonémica (ITIS
por sus siglas en ingles), cuenta con raices fasciculadas y funcionan como anclaje
para la planta. El tallo tiene forma de culmo con entrenudos, sin ramificacion y puede
llegar a medir los 4 m de altura. Cuenta con hojas alternas, paralelinervias y cuentan
con una vaina en cada hoja que nace desde el nudo. Es una planta monoica, cuenta
con flores masculinas y femeninas separadas, pero en la misma planta. La flor
masculina es una panicula y se encuentra en la parte superior de la planta, mientras
que la flor femenina se sitia a media altura y genera estilos que se alargan y
emergen formando las sedas. Las mazorcas (flor fecundada) generan
aproximadamente de 600 a 1000 granos que se encuentran entre 16 y 20 hileras

(en ocasiones mas bajo) con unos 40-60 granos cada una (Ortas, 2008).

Cuadro 1. Descripcion taxonémica del maiz (ITIS, 2018).

Subdivision Nombre
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Superorden Lilianae
Orden Poales
Familia Poaceae
Genero Zea

Especie Mays L.
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2.1.3. Requerimientos agroecolégicos del maiz

El maiz es una planta de dia corto (menos de 10 horas) aunque la mayoria de los
cultivares se comportan de forma indiferente a la duracion del dia. Se puede
encontrar en lugares con altitudes de 0 a 3300 msnm. Este requiere de 500 a 800
mm de agua, dependiendo de la variedad a sembrar, asi como una temperatura de
24 a 30 °C para su desarrollo 6ptimo, teniendo un rango térmico de 15 a 35 °C, con
una temperatura base de 10 °C. Requiere un pH entre 5.5y 7.5, asi como un suelo

con buen drenaje, ya que no tolera encharcamientos (INIFAP, 1999).

2.1.4. Etapas fenoldgicas

Las etapas de crecimiento del maiz se pueden dividir en dos grandes categorias,
como lo son: la etapa vegetativa y la etapa reproductiva, indicAndose como Vn o Rn
(n = Numero de etapa), respectivamente. La etapa vegetativa se subdivide segun la
hoja que haya emergido, hasta la fase VT (Vegetativa tardia), donde la ultima rama
de la panicula es visible; mientras que la fase reproductiva (Rn) lleva mayor
complejidad, comienza con la etapa RO que indica la antesis, la etapa R1 deja
visibles los estigmas, R2 presenta la etapa de grano ampolla, R3 presenta el inicio
de la etapa de grano lechoso, R4 es la etapa lechosa en la que los granos
comienzan a llenarse y mayor presencia del embridn, la etapa R5 se presenta
cuando los granos se llenan de almiddn solido y la etapa R6 se refiere a la madurez
fisiologica (Quiroz, 2016). Existen también compendios que se encargan de
clasificar las etapas fenologicas en estadios principales del 0 al 9, donde se

desprecia el numero 2 y numero 4, dando mayor especificidad a las etapas. El
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estadio principal 0 se enfoca en la germinacion, el estadio principal 1 se enfoca en
el desarrollo de las hojas, el estadio principal 3 se basa en el crecimiento longitudinal
del tallo, el estadio principal 5 en la aparicion de 6rganos florales, el estadio principal
6 en la floracion, el estadio principal 7 en la formacion del fruto, el estadio principal
8 en la maduracién de frutos y semillas, y el estadio principal 9 en la senescencia

(Weiber, 1998).
2.1.5. Adaptacion

El maiz en México se puede encontrar en ambientes desde semiaridos, hasta
ambientes humedos, con un régimen térmico desde templado a muy calido, asi
como existen especies que requieren una menor precipitacion acumulada que el
valor recomendado para el ciclo de madurez, lo cual se debe al proceso de
migracion que ha tenido el maiz mediante procesos de aclimatacién y adaptacion,
causando cambios genéticos que influyen en el fenotipo (Enrique, 2013). La
introduccién de materiales en diferentes localidades se basa en la produccién y
calidad de los maices a sembrar, siendo su adaptacion al clima un punto clave para
asegurar las cualidades que tendra el cultivo. En estudios anteriores se ha evaluado
las caracteristicas de adaptacion al ambiente como rendimiento, dias a floracién
masculina y femenina, altura de mazorca, hojas arriba de la mazorca, area de la
hoja de mazorca, peso de cien granos, longitud de mazorca, diametro de mazorca,
longitud de grano, ancho de grano, grosor de grano, factor de desgrane (peso de
grano/(peso de olote mas peso de grano)), entre otros (Angeles-Gaspar, 2010; Diaz
Coronel, 2009), aunque los valores para ser considerados como tal cambian de

localidad a localidad.
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2.2. Metabolismo secundario

Las plantas han desarrollado defensas quimicas contra los dafios ocasionados por
factores tanto bidticos como abiédticos, induciendo la sintesis y acumulacion de
compuestos de bajo peso molecular, como lo son los alcaloides, terpenoides y los
fenilpropanoides, asi como metabolitos secundarios que se encargan de las
especies reactivas de oxigeno toxicas para las células vegetales (Sepulveda-
Jiménez, 2003). Existe también la produccion de pigmentos que tienen diferentes
funciones en la planta, tales como las antocianinas, que aparentemente juegan un
papel importante en la proteccién contra rayos UV en la planta. En el Cuadro 2 se
muestra una comparacion de caracteristicas entre los metabolitos secundarios de

interés.

2.2.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son los metabolitos secundarios con mayor abundancia
en las plantas, los cuales poseen uno o mas anillos aromaticos con uno o mas
grupos hidroxilos. Estos han ganado atencion debido a su potencial antioxidante,
asi como sus funciones protectoras a rayos UV, enfermedades, y plagas, asi como
una coloracion en las plantas (Dai, 2010; Ozmianski et al., 2015). Para contrarrestar
el estrés causado por la respuesta de hipersensibilidad, se cree que las plantas
comenzaron a sintetizar una gran cantidad de compuestos fendélicos, ya que no solo
ayudan contra las especies reactivas de oxigeno (ROS) sino que también contra
estrés causado por depredadores, asi como por radiacion UV, temperatura y sequia

(Kumar, 2019). Los compuestos fendlicos pueden absorber la radiacion de la luz de



Cuadro 2. Comparacion por literatura de los diferentes metabolitos secundarios de interés.
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Metabolito
secundario

Caracteristicas

Representacion Grafica

Fuentes

Acidos fendlicos

Antocianinas

Carotenoides

Metabolitos de mayor abundancia en las
plantas, cuentan con potencial funcional en
procesos como la fotosintesis, sintesis de
proteinas, actividad enzimatica y alelopatia.

Son los pigmentos hidrosolubles principales
entre los visibles al ojo humano. El color de
este pigmento se basa en las posiciones del
glicésido en el carbono 3 y/o 5, siendo un
mono, di o trisacarido.

Son pigmentos involucrados en el
metabolismo fotosintético, y ayuda a
prevenir el dafio por estrés oxidativo por su
capacidad antioxidante.

/4
R~/ N COOH

Representacion de los acidos
fendlicos de tipo benzoico.

oH
Ra i .
Ry / Ry
R

Representacion de las
antocianinas.

Representacion grafica de la
zeaxantina.

(Bravo, et al. 2013)

(Guillén-Sanchez,
2014)

(Luo, 2020)
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40 a 320 nm, las cuales son las mas dafiinas contra proteinas, asi como &cidos

nucleicos (Chalker-Scott, 1989).

La gran capacidad inhibitoria de radicales que tienen los compuestos fendlicos
también ayuda en la neutralizacion de los efectos oxidativos; sin embargo, se ha
mostrado que cuentan con potencial de quelacion en iones de metales pesados, asi
como, en altas concentraciones, presentan capacidades antibidticas y antifungicas

(Kulbat, 2016).

Los acidos fendlicos, los cuales son moléculas simples de los compuestos fendlicos,
se dividen en los derivados de &cido benzoico y los derivados de &cido cindmico,
encontrdndose en altas concentraciones en la planta y se han asociado a funciones
como la fotosintesis, sintesis de proteinas, actividad enzimética y alelopatia (Dai,

2010; Mesarovic, 2017).

Los acidos fendlicos se producen mediante la ruta de los fenilpropanoides a través
del &cido shikimico, durante la ruta de los monolignoles, los cuales son precursores
tanto durante la ruta como de sus productos, y se obtienen mediante el rompimiento

de polimeros de la pared celular, tales como la lignina (Kumar et al., 2019).

De acuerdo a Mesarovi¢ (2017), las lecturas en el espectrofotdmetro para los acidos
protocatecuicos y acidos cumaricos se establecen a 300 nm, los acidos ferulicos y

caféicos se leen a 290 nm, mientras que el acido galico se lee a 278 nm.
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2.2.2. Pigmentos

Dentro de los pigmentos encontrados en los maices estan los carotenoides, asi
como los flavonoides. Los carotenoides se dividen en carotenos (carotenoides
hidrocarbonados) y xantofilas (derivados del oxigeno). En las xantofilas se
encuentran las luteinas y las zeaxantinas, los cuales son de suma importancia

gracias a su actividad antioxidante (Salinas-Moreno et al., 2008).

2.2.2.1 Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales que se encuentran en las plantas
superiores. Estas protegen a las plantas del dafio causado por agentes oxidantes,
rayos ultravioletas, e incluso la contaminacién ambiental. Estos cuentan con grupos
hidroxilo fendlicos y cuentan con propiedades de quelacion de hierro y otros metales
de transicién, otorgandoles una gran capacidad antioxidante (Martinez-Fl6rez et al.,

2002).

2.2.2.2. Antocianinas

Las antocianinas son el grupo mas importante de los pigmentos hidrosolubles dentro
de la regién visible del espectro de luz. Estas cuentan con una amplia gama de
funciones en la planta como lo es la atraccién de polinizadores, proteccion contra
efectos de radiacién ultravioleta, contaminacion viral y microbiana, entre otras. Ha
ganado importancia gracias a sus efectos antioxidantes, haciendo que se pueda

conferir un valor agregado a productos de consumo humano (Garzoén, 2008).



27

Las especies vegetales cuentan con diferentes tipos de flavonoides, estos se
presentan en la Figura 1, y cuentan con propiedades protectoras para las plantas

asi como de actividad antioxidante para los humanos (Martinez-Flérez et al., 2002).

3
. O < <)
7 0.2 5 0 O o
c i3
6 > 3 O oH = OH

Flavanol Antocianidina

Flavonoide

Flavona Flavonal

Figura 1. Estructura de los diversos flavonoides presentes en plantas (Martinez
Florez et al.,2002).

Las antocianinas son sales glucosiladas con un catién flavilio (sin el glucésido se
denomina Antocianidina). Las antocianidinas consisten en un anillo de cromeno
(anillo Ay C) y cuenta con un segundo anillo aromético (anillo B), los cuales difieren
segun los radicales presentes. En la naturaleza se ha encontrado que el 90 % de
las antocianinas se basan en seis estructuras basicas (cianidina, delphinidina,
pelargonidina, peonidina, malvidina y petunidina). La estructura de las
antocianidinas cuenta con la caracteristica, que dependiendo de los radicales
unidos en R1y R2, se obtiene una antocianidina diferente (Guillén-Sanchez, 2014)

siendo visible en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura genérica de las antocianidinas (Guillén-Sanchez et al., 2014).
Las posiciones de los radicales son parte fundamente de la estructura de las

moléculas de las antocianinas como se observa en la Figura 3, donde se comparan

los diferentes tipos de antocianinas (Mangalvedhe et al., 2015).

R, R
1. Pelargonidin H H
2. Cyanidin OH H
3. Delphinidin OH OH

4. Peonidin OMe H
5. Petunidin OMe OH
6. Malvinidin OMe OMe

Figura 3. Diferentes tipos de antocianinas (Pelargonidina, Cianidina, delfinidina,
Peonidina, Petunidina, malvinidina) segun sus radicales (Hidrogeno, Hidréxido o
Metoxilo) (Mangalvedhe et al., 2015).
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Uno de los pigmentos encontrados en los maices de colores son las antocianinas,
las cuales son un glucoésido que es el responsable de los colores rojo, violeta, azul
y purpura que se observa en las flores, frutos, hojas y otros tejidos vegetales. En el
maiz, comunmente es facil detectarlo en el grano, se encuentra en el pericarpio asi
como en la capa aleurona (Soto-Mooner, 2013). Dentro del maiz morado se han
encontrado diversas antocianinas. En mayor cantidad se ha observado la cianidina-
3-glucosido en el grano, la cual puede dar una tonalidad morada-azul; sin embargo,
también se puede encontrar peonidina-3-glucosido, el cual da como resultado la
tonalidad morada-rojo, asi como cianidina-6-malonil glucésido en menor cantidad

(Guillén-Sanchez et al., 2014) como se compara en la Figura 4.

Cyanidin

Peonidin 3-O-glucoside
(P3G)

ﬂ

Cyanidin 3-O-glucoside (C3G)

Figura 4. Comparacion de Cianidina 3-O-Glucésido (C3G) y Peonidina 3-0-
Glucésido (P3G) donde se observa la diferenciacion de tonalidad presente (Zhu,
2017).

Las antocianinas se han hallado en hojas de diversas plantas, presentando
caracteristicas benéficas, como lo es la proteccion de compuestos fotosensibles,

aparatos fotosintéticos y radiacién ultravioleta, siendo un compuesto de alto interés

por sus diversidad de usos (Gould, 2004).
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En trabajos anteriores se ha encontrado la relacién entre la sintesis de antocianinas
en grano y la sequia en plantulas de maiz, obteniendo resultados desde 0.028 hasta
0.1 mg/g (Efeoglu et al., 2009), algunos otros trabajos se han realizado en olote, y
grano (Salinas-Moreno et al. 2013); sin embargo, se han visto pocos trabajos que

involucren la concentracién de antocianinas en otros tejidos de la planta de maiz.

Los contenidos de antocianinas pueden variar, Pietrini (2002) obtuvo 8.1 ug-cm™ en
hojas de maiz, mientras que Gu (2018) obtuvo valores entre 0.09 y 44.3 mg-g%;
cabe mencionar que los genotipos usados en los experimentos de Gu, presentaban

una tonalidad mayoritariamente purpura.

2.2.2.3. Carotenoides

Estos son pigmentos que apoyan la recoleccion de la luz durante el proceso
fotosintético, asi como también tienen funcion de sustancias fotoprotectoras, ya que
estos inhiben la propagacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros
radicales libres, impidiendo la accién nociva que pueden causar estos a nivel celular

(Minguez-Mosquera, 2005).

Nutrimentalmente, los carotenoides de mayor importancia son los B-caroteno, a-
caroteno, a-criptoxantina luteina, zeaxantina, licopeno, asi como se muestran las
estructuras en la Figura 5; sin embargo, desde el punto de vista nutricional, tres de
ellos se consideran precursores de la provitamina A, los cuales son 3-caroteno, a-
caroteno y B-criptoxantina (Beltran, 2012). Esto puede ser util especialmente en

paises en desarrollo donde se encuentra un déficit en vitamina A, el cual puede
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causar ceguera, asi como es vinculada a la muerte prematura, principalmente en

nifios, cancer, sarampion, asi como la degeneracion macular (Health, 2016).

Figura 5. Estructuras de los principales carotenoides, observandose los carotenos,
luteina, zeaxantina, y B-criptoxantina.

Los maices que presentan tonalidades tanto amarillas, asi como purpuras, azules,
rojas y cafés, han ganado interés por sus funciones nutrimentales, aunque el color
no equivalga a que estos cuenten con funciones nutricionales; por ejemplo, los
genotipos amarillos contienen compuestos carotenoides con actividad relacionada
a la Provitamina A principalmente los a-Carotenos y los 3-Carotenos, por lo que se
han desarrollado genotipos con altas concentraciones de estos compuestos con el

fin de aliviar la deficiencia de la vitamina A (Rosales, 2016).
2.3 Afecciones por estrés abiotico

La actual situacion causada por el cambio climético esta afectando a diferentes

especies vegetales de alta importancia alimentaria, afectando mediante las altas
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temperaturas, asi como diferencias en los ciclos pluviales, causando sequias en

diferentes areas del pais(Arellano-Monterrosas, 2010; Esparza, 2014).

Se observa como el cambio climéatico no solo se presenta como cambios en los
factores abidticos, sino que por consecuencia, existen afecciones bibticas que por
consecuencia de migracion u otros fendmenos causados por las variaciones
abidticas, las cuales pueden afectar de manera significativa a diferentes cultivos

(IFPRI, 2009; ONU, 20109).

2.3.1 Efectos en el metabolismo primario

El estrés causado por altas temperaturas y sequia afectan al metabolismo primario
de diferentes maneras, afectando principalmente a las comunidades sin acceso a
sistemas de riego causando bajos rendimientos (Ureta et al., 2020). Estas
condiciones climaticas se pueden observar cdmo anomalias en las concentraciones
de CO: intracelular, tasa fotosintética, conductancia estomatal, entre otras
cuestiones fisiolégicas (Orozco, 2012), asi como afecciones en el crecimiento de la
planta, afectando de forma directa el rendimiento, poniendo en riesgo la seguridad

alimentaria del pais, asi como del planeta (Ahumada-Cervantes et al., 2014).

2.3.2 Efectos en el metabolismo secundario

El metabolismo secundario es de alta importancia para la resistencia hacia estrés
tanto abidtico como bidtico, como lo es el estrés por diferencia de altitud en

genotipos que no estan adaptados, donde se observa variaciones en la
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concentracion de compuestos fendlicos (Andrade-Andrade, 2018; Arteaga, 2016;

Dias, 2012; Santacoloma, 2012).

En cuanto al estrés por altas temperaturas se observan variaciones en diferentes
compuestos del metabolismo secundario, donde a mayor temperatura se observan
diferentes concentraciones de compuestos fendlicos, los cuales pueden aumentar
o disminuir dependiendo del cultivo (Orians, 2019), mientras que el estrés por
sequia presenta diferentes valores en diferentes especies (Dogru, 2016; Gharibi,
2016; Krol, 2014), también se observa como la interaccion de diferentes estrés
abidtico puede afectar el comportamiento de la planta, como se presenta al tener

estrés por temperaturas y sequia (Hussain, 2019).

2.4 Determinaciones fisioldgicas

Durante el estudio de la fisiologia vegetal se han utilizado variables o caracteristicas
visuales en la planta, en ocasiones llamadas variables agronémicas como la altura
de planta, longitud de espiga, numero de nudos, entre otras, asi como también
variables bioguimicas, como determinacién de clorofilas, COzintracelular, proteinas,
etc. A lo largo de los afios, se han desarrollado tecnologias no destructivas para
analizar cuestiones fisiolégicas de las plantas, facilitando la tarea de determinar
variables como fotosintesis, CO:z intracelular, fluorescencia, entre otras (Fuzy,
2019); sin embargo, también es necesario tener en cuenta las posibles afecciones
fisicas sobre el comportamiento fisioldgico de la planta que se puedan encontrar,
como lo son la temperatura, y el déficit de presién de vapor, ya que estas pueden

explicar fendmenos en la planta de alta importancia, siendo de gran utilidad para la
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toma de decisiones en mejoramiento genético contra estrés de altas temperaturas

y sequia (Herbst, 1996).

2.4.1 Determinacién de conductancia estomatica.

La conductancia estomatica es una variable de referencia en las investigaciones
relacionadas a la resistencia a estrés, en conjunto a caracteristicas como
temperatura de hoja y transpiracion, cuyos datos muestran como el aumento de
conductancia puede estar relacionado al aumento de sodio y decremento de potasio
aunque se requieren analisis especializados para corroborar lo mencionado (De
Azevedo Neto, 2004; West, 1986). Este tipo de analisis se puede llevar a cabo

mediante un porometro de estado constante como el equipo Li-1600.

El pirdmetro de estado constante es del tipo balance nulo, el cual se basa en la
medicion del flujo de vapor, y el gradiente de vapor cercano a la superficie de la
hoja, calculando la tasa de flujo necesaria para mantener una humedad relativa
estable dentro de la camara, midiendo al mismo tiempo la temperatura de la hoja

(Pietragalla, 2012).

2.4.2 Determinacion de fotosintesis por intercambio gaseoso

El Sistema portétil para la medicion de fotosintesis Li-6400 (Li-Cor, Lincoln,
Nebraska, EE. UU.) se basa en la determinacion de fotosintesis por medio de
intercambio gaseoso, utilizando una camara con un analizador de gas infrarrojo
(IRGA) mediante el cual mide la fotosintesis; el sistema utiliza una camara en forma
de pinza, la cual se acomoda sobre la parte de la hoja a utilizar, enviando los

resultados de forma directa a la consola. Este equipo se ha utilizado para diferentes
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analisis, como lo son la cuantificacion de pardmetros de fotosintesis, como difieren
en las estructuras foliares, adaptacion a diferentes situaciones climaticas o incluso,

ante estrés abidtico (Cosgrove-davies, 2008; Savvides, 2018).

Adicionalmente, el equipo LI-6400 cuenta con un aditamento especial conocido
como camara de fluorescencia Li-6400-40 (Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EE. UU.), la
cual se ha utilizado para los andlisis de asimilacién de carbono, conductancia
estomética, concentracion interna de COg2, transpiracion, y particularmente la
fluorescencia, la cual se utiliza para determinar el dafo al fotosistema | de la planta
(Bermudez-Cardona, 2015). Esto se fundamenta en el hecho de que la clorofila A
se observa concentrada entre los fotosistemas de la planta, tanto el I como el I,
mientras que la clorofila B se observa como el mas abundante complejo de
recoleccion de luz, por lo que un cambio en la fluorescencia de clorofila Ay B
muestran un cambio entre los complejos de recoleccion y la reaccion de los

fotosistemas (Liu, 2018).
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3. MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en las instalaciones de la Facultad de Agronomia,
Unidad Académica Marin, ubicada en el municipio de Marin, N.L. teniendo como
fecha de siembra el dia 7 de marzo del 2019. Estos experimentos se desarrollaron
con la finalidad de evaluar genotipos nativos provenientes de diferentes estados de
la Republica segun su contenido de compuestos fendlicos en lamina foliar y vaina,
en diferentes etapas fenoldgicas. Se utilizé también los Laboratorios de
Biotecnologia y Quimica y Bioquimica de la Facultad de Agronomia, en el Campus

de Ciencias Agropecuarias en Escobedo, N.L.

3.1. Objetivo 1.

3.1.1. Siembra experimental

Para cumplir con el Objetivo 1 se utilizaron materiales genéticos provenientes de
distintas partes del pais, separandolos en tres experimentos segun su origen. En el
Experimento 1 (Variedades foraneas) se utilizaron los siguientes genotipos, los

cuales se encuentran en el Cuadro 3: Negro Cualac, Rojo Mochitlan, Rojo Olinald,
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Morado Mayanalan, Amarillo Tremesino, Amarillo Liberaltepec, Amarillo Nanche

Dulce, Arrocillo Temalcatzinga, Pepitilla, Costefio Campuzano, Costefio Zacatepec,

Reventador Negro, Reventador Café, Tabloncillo Negro, Tabloncillo Morado,

Morado Hidalgo, y los testigos Asgrow 7573 y Pioneer P3057W.

Cuadro 3. Listado de genotipos presentes en el Experimento 1 con su localidad de

origen vy altitud.

Nombre Nomenclatura Localidad Altitud
(msnm)
Negro Cualac NC Cualac, Guerrero 1550
Rojo Mochitlan RM Mochitlan, Guerrero 998
Rojo Olinala RO Olinal4, Guerrero 1345
Morado Mayanalan MM Mayanalan, Guerrero 848
Amarillo Tremesino AT Zirandaro, Guerrero 682
Amarillo Liberaltepec AL Liberaltepec, Guerrero 1581
Amarillo Nanche Dulce AND Huitzuco de los Figueroa, Guerrero 1346
Arrocillo Temalcatzingo Ate Temalacatzingo, Guerrero 1440
Pepitilla Pe Iguala, Guerrero 739
Costefio Campuzano CC Taxco de Alarcon, Guerrero 1778
Costefio Zacatepec Ccz José Joaquin de Herrera, Guerrero 1177
Reventador Negro RN Sonora =1300
Reventador Café RC Chihuahua =1400
Tabloncillo Negro TN Yecora, Sonora 1576
Tabloncillo Morado ™ Sinaloa =1600
Morado Hidalgo MH Hidalgo =2000-
2400
Asgrow 7573 As - -
Pioneer P3057W Pi - -

En el Experimento 2 (Mejorados) se utilizaron los siguientes genotipos, los cuales

se encuentran en el cuadro 4: Azul in situ V-239 Az, Arrocillo Veracruzano, Ancho

mejorado V237 An, Blanco Hualahuises, Azul San Luis, y los testigos Asgrow 7573

y Pioneer P3057W.
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Cuadro 4. Listado de genotipos presentes en el Experimento 2 con su localidad de

origen vy altitud.

Azul in situ V-239 Az
Arrocillo Veracruzano
Ancho Mejorado V237 An
Blanco Hualahuises
Azul San Luis
Asgrow 7573

Nombre Nomenclatura Localidad Altitud (msnm)
AIS Iguala, Guerrero 739
AV Iguala, Guerrero 739
AM Iguala, Guerrero 739
BH Hualahuises 409
ASL San Luis Potosi 1638
As - -
Pi - -

Pioneer P3057W

Para el Experimento 3 (Variedades criollas de Nuevo Ledn) se utilizaron los

siguientes genotipos, los cuales se encuentran en el Cuadro 5: Negro Peru, Rojo

Refugio de Cedillo, Morado el Refugio, Morado Jesus Maria de Berrones, Amarillo,

Morado la Soledad, Morado Puerto Pifiones, Morado Pefia Nevado, Morado la

Siberia, Morado la Ascensiéon, asi como los testigos Asgrow 7573 y Pioneer

P3057W.

Cuadro 5. Listado de genotipos presentes en el Experimento 3 con su localidad de
origen y altitud, todas ellas en el estado de Nuevo Ledn.

Nombre Nomenclatura Localidad Altitud (msnm)
Negro Peru NP La Ascension, Aramberri 1960
Rojo Refugio de Cedillo RRC Refugio de Cedillo, Dr. Arroyo. 1920
Morado el Refugio MR El Refugio, Zaragoza. 2069
Morado Jesls Maria de Berrones MJMB Jesls Maria de Berrones, Dr. Arroyo. 1569
Amarillo Am Aramberri. 1953
Morado la Soledad MS La Soledad, Aramberri. 830
Morado Puerto Pifiones MPP Puerto Pifiones. 2367
Morado Pefia Nevada MPN San Antonio Pefia Nevada, Dr. Arroyo. 1484
Morado la Siberia MS La Siberia, Zaragoza. 2167
Morado la Ascension MA La Ascension, Aramberri 1960

Asgrow 7573 As - -

Pioneer P3057W Pi
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Esta localidad se encuentra registrada con un clima semicélido subhimedo con
lluvias escasas todo el afio, suelo aluvial, temperaturas promedio entre 18 a 24 °C,
y precipitacion anual de 600 a 800 mm; se encuentra ubicado en las coordenadas
25.883333,-100.033333 y a una altura de 393 msnm. Se sembro bajo un disefio de
bloques al azar. Para lo cual se utilizé un terreno con un area de 1,248 m?, con una
distancia de espaciamiento entre surcos de 0.8 m; previo a la siembra se
determinaron las unidades experimentales, constando de dos surcos de 5 m de
largo con una separacion entre plantas de 0.2 m, utilizando tres repeticiones.
Posterior a la siembra se aplicé un herbicida preemergente Atrazin 90 WG Diablo
(Tridente S.A. de C.V.). Para el control de plagas se utilizo el producto Muralla Max
300 OD (Bayer CropScience) y posteriormente Sevin® 80 % (Bayer CropScience)

en concentraciones de 0.4 g-L, aplicado con mochila de aspersién de capacidad

de 15 litros.
3.1.2. Toma de datos fenotipicos y ambientales

Se tomaron datos de vigorosidad visual al dia 20 después de la siembra (Vig20) asi
como vigorosidad visual al dia 60 después de la siembra (Vig60) asi como las
Unidades Calor en las etapas antesis y postantesis (GDDAn, GDDPoANn
respectivamente). Para la vigorosidad visual se considero la altura, extension del
dosel foliar, longitud de hoja individual, asi como el dafio causado por plagas

(Barchuk, 2000). Se utilizé una escala del 0 al 4 donde:

e La categoria O representa aquellas plantas que no germinen.
e La categoria 1 se tom6 como plantas con un desarrollo malo.

e La categoria 2 se consideré como un crecimiento regular.
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e La categoria 3 se refiere a los genotipos cuyo desarrollo fue satisfactorio.

e La categoria 4 se encuentran los genotipos con un desarrollo sobresaliente.

Como variables fenotipicas se consideraron dias a floracidon masculina y dias a
floracion femenina (DFm, DFf respectivamente), medidas desde el dia de siembra
hasta emergencia del 50% de espigas en antesis y estigmas expuestos en el jilote
de la planta, respectivamente. Asimismo, se consideraron la variable altura de
planta (h), utilizando tres plantas por unidad experimental, medida desde la base
del suelo hasta la hoja bandera. La longitud de espiga (LE), tomandola de cinco
plantas al azar por cada unidad experimental y rendimiento de grano (Rg), obtenido
mediante el célculo de peso de grano/ha, escalando los valores del area sembrada
de cada unidad experimental a una hectarea. Para el andlisis quimico, se tomaron
muestras de hoja y vaina colectadas en antesis y postantesis, siendo postantesis
20 dias después de la floracion masculina, tomando tres hojas completas (hoja y
vaina) por unidad experimental, para después ser transportadas al laboratorio de
Quimica en la Facultad de Agronomia, en el Campus de Ciencias Agropecuarias de
Escobedo, N.L., donde se llevé a cabo el proceso de extraccion de compuestos de

interés, tales como compuestos fendlicos totales y capacidad inhibitoria de radicales

3.2 Objetivo 2.

3.2.1. Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos en tejido foliar

Para la extraccion de compuestos fendlicos se utilizaron 0.25 g de discos foliares
de 10 mm de didmetro; se sumergieron en 5 ml de metanol al 95% a 4 °C durante

24 h. El contenido total de compuestos fendlicos se determind por la prueba de
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Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Toluca, México) haciendo uso de &cido galico
(Sigma Aldrich, Toluca, México) como estandar basandose en Zhang (2018) con
ligeras modificaciones, mientras que la determinacion de capacidad inhibitoria de
radicales se llevé a cabo por el método DPPH" (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

(Sigma Aldrich, Toluca, México).
3.2.2. Extraccion y cuantificacion de antocianinas en tejido foliar

Se utiliz6 una muestra de 0.25 g de discos foliares de 10 mm de didmetro, los cuales
se sumergieron en 5 ml de Metanol:HCI (99:1), se agitaron y se mantuvieron durante
24 h en oscuridad a 4 °C para después agregar 5 ml de cloroformo y 1 ml de agua

destilada (Modificado de Zhang, 2018).

Los célculos para la cuantificacion se llevaron a cabo mediante la férmula propuesta

por Gu (2018) a una longitud de onda de 530 nm:

. o mg Abs v
Contenido de Antocianinas (—) = —xPMxDx —
g eL g

Donde Abs se refiere a la absorbancia obtenida, e es la absorbancia molar del
cianidin-3-glucosido (26900 ml/(mmol*cm)), L es la longitud de la celda (1 cm), PM
es el peso molecular de la antocianina (449.2 Da), D es el factor de dilucién, v es el

volumen final de la muestra (11 ml) y g representa el peso de la muestra en gramos.
3.2.3. Cuantificacion de antocianinas en grano mediante HPLC

Para la cuantificacion de antocianinas se utiliz6 la metodologia propuesta por
Palacios-Rojas (2018), la cual se llevé a cabo pesando 20 mg de la muestra en un

microtubo de 2 ml. Se agregan 600 pL de hexano y se agité en vortex cinco veces.
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Después de esto, se agregan 100 pL de acido gélico, se agitd en vortex cinco veces,
y después se adicionaron 300 puL de metanol acidificado, para agitar nuevamente
en vortex. Se centrifugé a 10000 RPM durante cinco minutos, y con una pipeta de
plastico, se retir0 y descartd el sobrenadante. Se colocaron los tubos en el
termomixer y se agitaron a 500 RPM durante cinco minutos a 40 °C, posteriormente
se agitaron en vortex. Se centrifugé a 10000 RPM durante cinco minutos y con una
pipeta Pasteur se recuperd el sobrenadante a un tubo limpio y debidamente
centrifugado. Se realizé el mismo proceso dos veces mas, comenzando desde la
adicién de los 600 pL de hexano hasta recolectar aproximadamente 1.8 mL de
sobrenadante. Se evaporo totalmente los sobrenadantes haciendo uso del NOz, y
se reconstituyd haciendo uso de 100 pL de metanol acidificado. Se transfirié a viales
previamente etiquetados para después inyectar al HPLC. Se utiliz6 una fase mavil
A de agua con 0.09% de Acido Trifluroacetico (TFA) grado HPLC (Pierce, CAS 76-
05-1), pH de 2.0+0.5, una fase mévil B de Acetonitrilo:Metanol (50:50, v/v) con 0.09
% de TFA grado HPLC, llevandose a cabo una corrida de 35 min con flujo de trabajo
de 0.4 mL min?, una solucién de lavado de agua:metanol (50:50, v/v). La
temperatura de columna fue de 35 °C, y el automuestreador a 10 °C, con un
volumen de inyeccién de 20 uL, tomando lectura a una longitud de onda de 525 (210
— 580) nm, utilizando estandares de Cianidina-3-glicésido clorada, pureza 95 %
(Sigma-Aldrich, CAS 7084-24-4), pelargonidina-3-glicésido, pureza 97 % (Sigma-
Aldrich, CAS 18466-51-8), y Peonidina-3-glicésido, pureza 95 % (Sigma-Aldrich,

CAS 6906-39-4).
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3.2.5. Extraccién y cuantificacién de carotenoides en grano mediante UPLC

La cuantificacion se llevo a cabo en los genotipos que presentaron una coloracion
amarilla siguiendo la metodologia propuesta por Palacios-Rojas (2018). Para la
extraccion se utilizaron 600 mg de harina proveniente de la molienda de los granos
y se depositaron en tubos de vidrio de 15 mL con tapdn de rosca, para después
agregar 6 mL de etanol con 0.1 % de BHT como antioxidante, para después agitar
en vortex. Después de la agitacion se incubaron las muestras a bafio maria en una
temperatura de 85 °C durante 5 minutos, se retiraron los tubos y se agregaron 500
puL de KOH al 80%, para después agitar por vortex. Se volvié a incubar durante 10
minutos a bafio maria a la misma temperatura y se agitaron cada cinco minutos. Al
finalizar los 10 minutos se retiraron los tubos de incubacion y se colocaron en hielo
triturado. Se agregaron 3 mL de agua desionizada fria y se agitaron en vortex. Se
adicionaron 3 mL de hexano a cada tubo y se agitaron en vortex hasta diluir
completamente los grumos de harina para después pasar a centrifugar las muestras
a 3000 RPM durante tres minutos. La fase superior se extrajo con una pipeta
Pasteur a un tubo limpio debidamente etiquetado, manteniéndolos en hielo. Se
repitieron los pasos desde la adicion de hexano dos veces mas. Se paso a evaporar
los sobrenadantes mediante el uso de nitrégeno (NO2), se reconstruy6 la muestra
evaporada con 500 pL de metanol: 1,2-dicloroetano a proporciones 50:50. Se
filtraron las muestras con acrodiscos de 0.22 um y se pasaron a viales previamente
etiquetados para la inyeccion al UPLC marca Waters, Acquity UPLC con médulos
Binary solvent manager, Sample manager, asi como detector de diodos PDA y UV-

Vis. Se utilizdé una fase movil A de agua y Acetato de amoniol0mM:2-propanol
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(90:10, v/v) y una fase movil B de acetonitrilo:2-propanol(90:10, v/v) con un tiempo
de corrida de 10 min y un flujo de trabajo de 0.3 mL min-L. Se llevo a una temperatura
de columna de 35 °C y una temperatura de automuestreador de 10 °C con un
volumen de inyeccion de 2 pL, tomando lectura a 450 nm. Se utilizaron estandares
de carotenoides de [3-caroteno con 96 % de pureza, B-Criptoxantina con 97 % de
pureza, luteina a 94 % de pureza, y zeaxantina a 97 % de pureza. Después del
andlisis en el equipo, se llevo a integrar cada uno de los picos de interés obtenidos
en el cromatograma para determinar el area bajo la curva y poder determinar las

concentraciones de cada uno de los compuestos de interés.

3.3. Objetivo 3.

3.3.1. Siembra controlada

La siembra controlada se llevé a cabo con los cuatro genotipos que presentaron las
mayores concentraciones de metabolitos secundarios en hoja, basandose en la
concentracion de compuestos fendlicos y antocianinas cuantificables; los genotipos
fueron Rojo Olinala (RO), Rojo Mochitlan (RM), Reventador Café (RC), Amarillo

Nanche Dulce (AND), se afiadié como testigo el hibrido Asgrow 7573 (As).

Los genotipos previamente mencionados se sembraron en macetas con una mezcla
de 17% de arena, 2% de gallinaza y 81% de suelo de Marin, utilizando un disefio
completamente al azar con arreglo en parcelas subdivididas como se observa en el
Cuadro 6. En este arreglo de tratamientos, temperatura ambiente (TA) y

temperatura inducida (TI) se utilizaron como parcela grande, los tratamientos de
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riego (R) y sequia (S) como parcela mediana y los genotipos como parcela chica,
generandose en total 20 tratamientos. Se utilizaron dos macetas como unidad
experimental. El ensayo se sembro el dia 23 de agosto del 2019, haciendo uso de
120 macetas El andlisis de suelo presenté un pH de 7.9, una conductividad de 3.4
dS/m, 3.4836 mg/L de Potasio, 3.9192% de materia orgéanica, 0.3374% de Nitrogeno

(método Kjeldahl) y un suelo de tipo arcilloso-arenoso.

Cuadro 6. Representacion de los tratamientos y sus variables obtenidas.

TA Tl
R S R S
TARRM TASRO TI R RM TISRM
TARRO TASRO TIR RO TI'S RO
TA R AND TA S AND TI R AND TI'S AND
TARRC TASRC TIRRC TISRC
TAR As TA S As TIR As TI'S As

Se realizo un modelado en 3D,presentado en la Figura 7, donde se observa como
se acomodaron los cinco genotipos; el tratamiento de riego (verde) y sequia
(naranja), asi como el tratamiento de temperatura ambiente (de lado derecho) y

temperatura inducida (de lado izquierdo dentro de la estructura).
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Figura 6. Representacion en 3D donde se observan los tratamientos de riego y
sequia, asi como de temperatura ambiente y calor inducido.

En relacién con la aplicaciéon de los tratamientos, el tratamiento de sequia se llevo
a cabo mediante la ausencia de riego a partir de los 40 dias después de la siembra,
con una duracion de siete dias. Se utilizd6 también una pelicula de plastico en la
parte superior de las macetas para disminuir la pérdida por evaporacion del agua

contenida en el suelo (Figura 7).

Figura 7. Pelicula plastica sobre la parte superior del suelo en la maceta con la
finalidad de disminuir las perdidas por evaporacién de agua.
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Durante todo el ciclo se registré la humedad del suelo de cada uno de los cilindros.
La humedad del suelo se determin6é mediante la lectura con una sonda portatil M-

300 (Aquaterr, California, EE. UU.).

Para el caso del tratamiento de calor inducido, se realiz6 mediante el uso de una
camara de solarizacion controlada, la cual consistié en una estructura de 10 m x 3
m x 2.5 m, cubierta con plastico de invernadero de 180 micras. Se aplico el
tratamiento durante 4 h entre los intervalos de 10 de la mafiana a 2 de la tarde,
durante 7 dias para posteriormente agregar 1 tratamiento 15 dias después (Figura
8). Se registraron las temperaturas dentro y fuera de la camara de solarizacion

durante el periodo del tratamiento.

Figura 8. Tratamiento con cdmara de solarizacién controlada para aplicar los
tratamientos de estrés por temperatura. Se registraron las temperaturas dentro y
fuera de la camara durante el tratamiento.

3.3.2. Toma de datos fenotipicos y fisiolégicos

Los datos fenotipicos que se consideraron en el experimento para el cumplimiento

de este objetivo fueron: dias a floracibn masculina y dias a floracion femenina (DFm,
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DFf respectivamente) calculada como el niumero de dias transcurridos desde la
siembra hasta cuando el 50 % de las espigas se encontraban en antesis; altura de
planta (Alt), medida desde el suelo hasta la parte mas alta de la planta, utilizando
para ello una cinta métrica y el peso de mazorca se determin6 pesando la mazorca

entera sin hojas de cada una de las plantas.

Para los datos fisioldgicos se midio la transpiracion antes y después de los
tratamientos en las etapas V10 y V14 respectivamente; asimismo se consideraron
los datos de temperatura de la hoja. Las fechas respectivas fueron el 7 de octubre
de 2019 y 15 de octubre de 2019. Este analisis se realiz6 mediante el uso de un

porometro de estado constante Li-1600 (Lincoln, Nebraska, EE. UU.).

Para determinar el efecto de los tratamientos de temperatura y sequia sobre los
fotosistemas (Fv/Fm), se utilizé la cdmara para medir fluorescencia de la hoja
(Fluorometro 6400-40; LI-COR 6400, Lincoln, Nebraska, EE. UU.); se utilizé la
camara de luz LED 6400-02 (LI-COR, Lincoln, Nebraska, EE. UU.) proporcionando
luz artificial y estimando las mediciones de la tasa fotosintética (Photo),
conductancia estomatica (Cond), concentracibn de CO: intercelular (Ci) y
transpiracion (TMmol); ambos sensores forman parte del IRGA LI-6400 como el que
se observa en la Figura 9. Estas mediciones se realizaron al finalizar los

tratamientos el dia 15 de octubre del 2019.
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Figura 9. Sistema de medicién de fotosintesis Li-6400 con camara de luz LED
modelo 6400-02 por Li-Cor, Nebraska, EE. UU.

3.3.1 Determinacion de compuestos bioactivos

Para la determinacién de compuestos bioactivos se realiz6 la toma de muestras de
hoja, ligula y vaina en bolsas de aluminio como se observa en la Figura 10, en las
etapas, preantesis, y postantesis, tomando como la etapa antesis, 52 dias después
de la siembra identificada como V14, y postantesis 15 dias después de la floraciéon

masculina identificada como R1.

En la toma de muestras de la fecha 15 de Octubre del 2019, se considero la sexta
hoja completa de cada una de las dos plantas de cada unidad experimental.
Posteriormente, las muestras se liofilizaron (Labconco Freezone™ Freeze-Dry

Systems; Kansas City, MO, EE. UU.), para después ser molida.



50

Figura 10. Toma de muestra de tejido foliar almacenada en bolsas de aluminio para
su transporte en hielera con didxido de carbono en estado solido (hielo seco).

Se realizo una extraccion de compuestos fendlicos totales con ligeras
modificaciones basandose en lo reportado por Vazquez-Olivo (2019), la cual
consistié en pesar una muestra de 0.25 g de materia seca, a la cual se le agregaron
5 mL de metanol al 80%, manteniéndolo en agitacién a 300 RPM usando un agitador
magnético en cada tubo, durante dos horas. Posteriormente, la muestra se
centrifugo a 5000 RPM a una temperatura de 4 °C, durante 15 minutos (centrifuga
Labnet Hermle Z400K; New Jersey, EE. UU.), para después pasar a un tubo Falcon
limpio, previamente etiquetado para su recepcion. Se realizaron diluciones para

obtener datos dentro de las curvas de calibracion preparadas.

Posterior a esto, se realizaron las pruebas de Folin-Ciocalteu, método de DPPH" y
método de ABTS™, basandose en la metodologia propuesta por Hernandez et al.
(2018) con modificaciones. Para la realizacion de la prueba de Folin-Ciocalteu se
afiadieron 125 pL de muestra en cada uno de los tubos previamente rotulados, para
después afadir 125 pL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Toluca, México),

y 125 uL de Carbonato de Sodio (Na2CO3; grado reactivo), dejando en incubacion



51

en un bafio de calor seco (Labnet AccubBlock Digital Dry Bath, New Jersey, EE.
UU.) durante 30 minutos, para después agregar 1 mL de agua destilada y pasar a
leer a 750 nm en un espectrofotometro Barnstead-Turner SP 830 Plus (Barnstead
Thermolyne Corporation, Minesotta, EE. UU.) utilizando una curva de Acido Galico

(Sigma Aldrich, Toluca, México).

La técnica DPPH' se llevé a cabo agregando 50 pL de muestra en cada tubo
previamente etiquetados, para después agregar 950 pL una solucion de DPPH"
(Sigma Aldrich, Toluca, México) en metanol con una concentracion de 6 uM, para
pasar a leer a 517 nm en un espectrofotometro Barnstead-Turner SP 830 Plus
(Barnstead Thermolyne Corporation, Minesotta, EE. UU.) utilizando una curva de
Acido Galico. La técnica de ABTS"* se realiz6 mediante una solucion del reactivo
ABTS™ (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid; # Cas. 30931-67-0) a
7 mM con persulfato de potasio (grado reactivo) a 2.45 mM, los cuales se activaron
12 horas previas a la medicién de capacidad de donacion de electrones. Se diluyo
la solucion en etanol hasta obtener una absorbancia de 0.700+0.002 a 734 nm en
un espectrofotometro Barnstead-Turner SP 830 Plus (Barnstead Thermolyne
Corporation, Minesotta, EE. UU.). Al tener la solucion se agregaron 50 pL de
muestra directamente a la celdilla, y 950 uL de reactivo diluido de ABTS* y se utilizé
una curva de calibracion del reactivo Trolox ((x)-6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid, # Cas. 53188-07-1; Sigma-Aldrich,

Missouri, EE. UU.).
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3.4. Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos de los objetivos 1y 2 se utilizé un modelo de bloques
completos al azar, mientras que los analisis estadisticos del objetivo 3 se realizaron
a través de un analisis de parcelas subdivididas, tomando como parcela grande la
temperatura del aire, la parcela mediana como la humedad del suelo, y la parcela
chica como los genotipos. Estos analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando

el software InfoStat Version 2017 (Cordoba, Argentina, 2019).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Objetivo 1
4.1.1. Unidades Calor

Con los datos de temperatura colectados con el Datalogger se calcularon las
Unidades Calor (GDD), con los cuales se generé el Cuadro 7, en el cual se observa
gue todos los genotipos estuvieron alrededor de las 1000 unidades calor para
alcanzar la floracién siendo los testigos comerciales los que reportaron los valores
mas bajos.

Cuadro 7. Unidades calor (GDD) para cada genotipo en etapa antesis y postantesis
entre las fechas de 3 de Marzo de 2019 al 30 de Junio de 2019.

Genotipo GDDAnN (°C) GDDPoAnN (°C)
Negro Cualac (NC) 1060 1434
Rojo Mochitlan (RM) 990 1356
Rojo Olinala (RO) 990 1356
Morado Mayalan (MM) 1095 1474
Amarillo Tremesino (AT) 1025 1395
Amarillo Liberaltepec (AL) 1095 1474
Amarillo Nanche Dulce (AND) 1078 1454
Amarillo Temalacatzinga (ATe) 1025 1395
Pepitilla (PE) 1007 1375
Costefio Ancho Campuzano (CAC) 1007 1375
Costefo Zacatepec (CZ) 1060 1434
Reventador Negro (RN) 1060 1434
Reventador café (RC) 1060 1434
Asgrow 7573 (AS) 972 1337

Pioneer P3057W (Pi) 972 1337
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4.1.2 toma de datos fenotipicos

Al realizar la evaluacién de vigor visual se observé una diferencia significativa (p =
0.05) entre los resultados obtenidos en 20 DDS y 60 DDS (Dias después de la
siembra) en todos los experimentos. En el Experimento 1, plasmado en el Cuadro
8, se observa como dos genotipos, Amarillo Tremesino y Rojo Olinala, presentaron
valores similares a los obtenidos en los testigos Asgrow 7573 (As) y Pioneer
P3057W (Pi) en la etapa de vigor a 20 DDS (Vig20) con un valor de 46.5 unidades,
a contraparte de lo que se observo para el genotipo Tabloncillo Morado (TM) el cual
presento el menor valor en la suma de rangos con 5 unidades. En la etapa de vigor
a 60 DDS (Vig60) se observa como el genotipo Asgrow 7573 (As) cuenta con el
mayor valor estadisticamente de 51 unidades, seguido de los genotipos Pioneer
P3057W (Pi) y Rojo Mochitlan (RM) con valores entre 46 y 47.5 unidades, mientras
gue los de menor valor fueron los genotipos Tabloncillo Negro (TN), Tabloncillo
Morado (TM) y Morado Hidalgo (MH) con una suma de rangos de 6 unidades. Se
observa como los genotipos de mayor valor a excepcion de los genotipos testigos,
provienen de lugares parecidos climatolégicamente a la localidad donde se llevé a
cabo la siembra (Altitud, temperatura media, precipitacion anual) (CICESE, 2020),
por lo que esto pudo haber sido un factor clave en que estos genotipos se asimilen
a los genotipos testigo. Asi mismo, Santiago-Lopez et al. (2017) menciona como las
variedades requieren un proceso de adaptacion para poder obtener el maximo
potencial de los genotipos a utilizar, mostrando como las variedades de primera

generacion en el ambiente seleccionado presentan valores muy bajos,
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comparandolo con variedades en un ciclo de seleccion avanzado, como sucedi6
con los diferentes genotipos utilizados en la evaluacion de vigor visual del
Experimento 2 y el Experimento 3, lo cual indica la importancia de llevar a cabo

selecciones previas a la experimentacion.

Cuadro 8. Valores obtenidos de vigor visual (Vig) a 20 (Vig20) y 60 (Vig60) DDS,
basados en altura, extension del dosel foliar, longitud de hoja individual, y el dafio
causado por plagas, obtenidos por el método estadistico Friedman para el
Experimento 1.

Genotipo Media de Suma de Media de Suma de Rangos
Rangos (Vig20) Rangos (Vig20) Rangos (Vig60) (Vig60)
NC 8.83 26.50 efghi 7.50 22.50 defg
RM 14.17 42.50 ki 15.83 47.50 mn
RO 15.50 46.50 | 13.83 41.50 kimn
MM 9.00 27.00 efghij 9.00 27.00 fgh
AT 15.50 46.50 | 12.67 38.00 ijkim
AL 12.00 36.00 hijkl 7.50 22.50 def
AND 6.83 20.50 def 9.67 29.00 fghi
ATe 11.50 34.50 hijk 11.17 33.50 hijk
Pe 12.83 38.50 kI 14.17 42.50 kimn
CcC 7.67 23.00 defg 11.17 33.50 hijkl
Ccz 8.83 26.50 efgh 9.83 29.50 fghij
RN 5.00 15.00 abcd 5.17 15.50 abcd
RC 6.17 18.50 de 5.17 15.50 abcde
TN 2.33 7.00 abc 2.00 6.00 ab
™ 1.67 5.00 a 2.00 6.00 ab
MH 2.17 6.50 ab 2.00 6.00 abc
As 15.50 46.50 | 17.00 51.00 n
Pi 15.50 46.50 | 15.33 46.00 mn

Letras diferentes indican diferencia significativa.

El Experimento 2, el cual se encuentra conformado por los genotipos mejorados
foraneos a Nuevo Leon, se observo un comportamiento diferente, ya que se obtuvo
una disminucion en los valores obtenidos. En el Cuadro 9 se observa como en la

etapa de Vig20, el genotipo Asgrow 7573 (As) presento el mayor valor estadistico
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con 17.5 unidades, mientras que el de menor valor fue Ancho Mejorado V237 An
(AM), presentando 4 unidades. En la etapa Vig60 se presentd el mismo
comportamiento a diferencia de los valores, ya que se observé como Asgrow 7573
(As) presento 20 unidades, mientras que el genotipo Ancho Mejorado V237 An (AM)
presento 4.5 unidades.

Cuadro 9. Valores obtenidos de vigor visual (Vig) a 20 (Vig20) y 60 (Vig60) DDS,
basados en altura, extension del dosel foliar, longitud de hoja individual, asi como

el dafio causado por plagas, obtenidos por el método estadistico Friedman para el
Experimento 2.

Mediade Sumade Mediade Sumade
Genotipo  Rangos Rangos Rangos Rangos
(Vig20) (Vig20) (Vig60) (Vig60)

As 5.83 1750 c 6.67 20.00d
Pi 5.67 17.00 bc 5.17 15.50 bcd
AIS 4.00 12.00 bc 3.00 9.00 abc
AV 4.00 12.00 bc 2.83 8.50 ab
AM 1.33 4.00 a 1.50 4.50 a
BH 3.17 9.50 ab 4.33 13.00 bcd
ASL 4.00 12. bc 4.50 13.50 bcd

Letras diferentes indican diferencias significativas.

En el Cuadro 10 se plasman los genotipos para el Experimento 3, donde se observa
como el genotipo Morado la Siberia (MS) presenta el menor valor de la suma de
rangos en la etapa de Vig20, mientras que el de mayor valor estadistico fue el
genotipo testigo Asgrow 7573 (As), caso similar en la etapa de Vig60 con diferencias
de las unidades, donde se observa como el genotipo Morado la Siberia (MS)
presento 8 unidades, mientras que el genotipo Asgrow 7573 (As) presento 35

unidades.
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Cuadro 10. Valores obtenidos de vigor visual (Vig) a 20 (Vig20) y 60 (Vig60) DDS,
basados en altura, extension del dosel foliar, longitud de hoja individual, asi como
el dafio causado por plagas, obtenidos por el método estadistico Friedman para el
Experimento 3.

Media de Suma de Media de Suma de

Genotipo  Rangos Rangos Rangos Rangos
(Vig20) (Vig20) (Vig60) (Vig60)
As 11.33 34.00 11.67 35.00]

Pi 10.00 30.00 ghij 10.50 31.50 fghij
NP 2.83 8.50 ab 3.33 10.00 ab
RRC 7.17 21.50 cdefghi 8.50 25.50 efghij
MR 4.50 13.50 abcd 3.67 11.00 abcd
MJIMB 7.17 21.50 cdefgh 7.50 22.50 efghi
Am 6.00 18.00 cdef 3.50 10.50 abc
MS 1.67 5.00 a 2.67 8.00 a
MPP 5.83 17.50 bcde 7.50 22.50 efgh
MPN 7.17 21.50 cdefg 7.17 21.50 cdef
MS 4.17 12.50 abc 4.83 14.50 abcde
MA 10.17 30.50 ghij 7.17 21.50 cdef

Letras diferentes indican diferencias significativas.

Algo que corrobora lo previamente dicho es el genotipo Blanco Hualahuises (BH),
el cual presento un buen comportamiento en cuanto a su desarrollo a 60 DDS, ya
gue este genotipo se ha sembrado y seleccionado durante bastante tiempo previo

en Nuevo Ledn, contando con una ventaja previa ante los otros genotipos.

En los datos fenotipicos se observaron diferencias significativas (p = 0.05) en casi
todas las caracteristicas fenotipicas que se evaluaron a excepcion de altura de
mazorca (AltMaz), como se plasma en el Cuadro 1A. Esto es similar a lo presentado
por Martinez-Sanchez, et al. (2018), en cuyo trabajo se presento el comportamiento
de poblaciones de maiz entre diferentes localidades de siembra, las cuales

presentan diferencias en variables como altura de planta, altura de mazorca, dias a
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floracion, longitud de espiga, y rendimiento de grano como producto de esta
adaptacion. En el Cuadro 2A se presentan las medias de las variables fenotipicas
determinadas. En la Figura 11 se presenta el comportamiento de la variable Alt
(altura), la cual presenta al genotipo Asgrow 7573 (As) como el de menor tamafo
217.11, mientras que el genotipo Negro Cualac (NC) fue el superior con 273.82 cm,

mientras que la variable altura de mazorca (AltMaz) se observa como igual

i
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Figura 11. Variables de altura en los genotipos del experimento 1, donde se plasman
en azul los valores para altura de planta (Alt) y en naranja los valores de altura de
mazorca (AltMaz).
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La variable de dias a floracion femenina (DFF), plasmada en la Figura 12, muestra
como los genotipos Asgrow 7573 (As), Pioneer P3057W (Pi), Costefio ancho
Campuzano (CC), Pepitilla (Pe), Amarillo Temalacatzinga (ATe), Rojo Olinala (RO)
y Rojo Mochitlan (RM) forman el grupo de genotipos precoces, con valores que

oscilan entre 73 a 79 dias después de la siembra, mientras que el genotipo mas
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tardio fue el Amarillo Liberaltepec (AL) con 103 dias a floracion. En dias a floracion
masculina (DFM) los genotipos testigos Asgrow 7573 (As) y Pioneer P3057W (Pi)
presentaron caracteristicas precoces con 73 dias después de la siembra, mientras
que los més tardios fueron los genotipos Morado Mayanalan (MM) y Amarillo

Liberaltepec (AL) con 80 dias a floracion masculina.
120
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pit
2
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Dias a floracién (DF)
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M RO MM AT AND ATe Pe cC Ccz

Genotipo
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Figura 12. Variables de dias a floracion en los genotipos del experimento 1 donde
se plasman en azul los dias a floracién femenina (DFF) mientras que en naranja los
dias a floraciébn masculina (DFM).

El peso de mazorca es una variable de gran importancia, por lo que se plasma en
la Figura 13. El genotipo Asgrow 7573 (As) tuvo el mejor comportamiento con
301.67 g, mientras que el de menor valor fue el genotipo Morado Mayanalan (MM)
con 51.48 g. El genotipo Amarillo Liberaltepec (AL), debido a lo tardio de su ciclo,
no logro producir mazorca, por lo que el rendimiento de grano fue cero. La
fenotipificacion de los materiales genéticos utilizados en el Experimento 2,

mostraron diferencias significativas (p = 0.05) en el 83% de las variables como se
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observa en el Cuadro 3A, a excepcion de los resultados para la altura (Alt) y longitud

de mazorca (LMaz).
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B Peso de mazorca

Figura 13. Variable de peso de mazorca para los genotipos del Experimento 1,
donde se plasma en azulo los valores para el peso de mazorca (PMaz).

En el cuadro de medias presente en el Cuadro 4A, se puede observar como el 71%
de los genotipos se encuentran en un grupo con mayor altura de mazorca (AltMaz),
sin embargo, se observa que el genotipo Blanco Hualahuises (BH) se distingui6
entre los materiales numéricamente, con un valor de 129.33 cm, mientras que los
testigos comerciales (As, Pi) presentaron bajas alturas de la mazorca con valores
de 81 y 84 cm respectivamente. En cuanto los dias a floracion se observo que en el
caso de los testigos comerciales Asgrow 7573 (As) y Pioneer P3057W (Pi)
presentaron caracteristicas precoces al tener menor dias a floracion femenina
(DFM) con valores de 74 y 74.5 dias respectivamente, mientras que en los otros
genotipos se observan comportamientos tardios para floracién femenina (DFF), asi

como precocidad en la floraciébn masculina (DFM). La longitud de espiga (LE) se
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observé con superioridad en el genotipo Ancho Mejorado (50.5 cm), mientras que
la que mostro menor longitud fue el Blanco Hualahuises (40.17 cm), y las
condiciones de grano fueron superadas por el genotipo Asgrow 7573 (As),
comparadas con el resto. Posteriormente, los cuadrados medios, como se observa
en el Cuadro 5A, presentaron diferencias significativas (p = 0.05) entre todas las
fuentes de variacion para el Experimento 3, aunque se observé diferencia altamente
significativamente en las variables peso de mazorca (PMaz), peso de grano (PG) y
rendimiento de grano (RG), demostrando la alta variabilidad de los genotipos

obtenidos.

Basandose en el cuadro de medias presentado en el Cuadro 6A, se puede observar
como el genotipo testigo Asgrow 7573 (As) es diferente significativamente del Rojo
Refugio de Cedillo (RRC), presentando menor altura (Alt) como 221.3 y 277.33 cm
respectivamente, asi como en altura de mazorca (AltMaz) se observo un valor
superior en el genotipo Puerto Pifiones (PP) con 150.7 cm. Se cree que la floraciéon
femenina (DFF) se vio afectada por la adaptacion climatica que a la que se
sometieron los genotipos, observandose como llego a presentarse floracion
femenina (DFF) hasta el dia 96.4 en el genotipo Rojo Refugio de Cedillo (RRC), asi
como el genotipo Morado Refugio (MR) no presento inflorescencia femenina. En la
floraciébn masculina (DFM) se observa en el genotipo mas tardio a los 87 DDS. La
longitud de espiga (LE) presento diferencias significativas (p = 0.05), aunque el 33%
se observoé superior al resto, con medidas de hasta 50 centimetros, mientras que

las variables fenotipicas del grano se observd un grupo con los valores mas altos



62

incluyendo al testigo Asgrow 7573 (As), Negro Pert (NP), Amarillo (Am), y Morado

la Soledad (MS).

Uno de los principales factores para la variacion en los resultados fenotipicos puede
ser la altitud de donde proviene cada uno de los genotipos, como lo presento
Santiago-Lopez et al (2017) quien demostré diferencias significativas (p = 0.05) en
las poblaciones evaluadas, las cuales provenian de diferentes nichos ecolégicos,
teniendo altos indices de variacion debido a las condiciones agroclimatologicas en
las que se desenvuelven (Arellano-Vazquez, 2014). De igual forma se debe
mencionar, como la heterogeneidad de los genotipos se puede dar debido a
diversos mecanismos influyentes en la variacion fenotipica presentada (Gonzalez-

Huerta, et al., 2009).

4.2.1. Extraccién y cuantificacién de compuestos bioactivos en tejido foliar

En el Experimento 1 se observaron diferencias significativas (p =2 0.05), presentadas
en el Cuadro 7A, en las variables correspondientes a concentracion de antocianinas
totales en vaina en etapa antesis (ATAnV), en concentracion de compuestos
fendlicos totales (CFT) y capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis y
postantesis en hoja (AnH, PoAnH); asi mismo se reportaron diferencias para
concentracion de compuestos fendlicos totales en vaina (AnV, PoAnV), mientras
que no se observéd diferencia significativa (p = 0.05) en las variables de
concentracion de compuestos fendlicos etapa postantesis en vaina (CFTPoV), asi
como la capacidad inhibitoria de radicales en vaina (CIdRAnV, CIdRPoANV), en

ambas etapas.
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La comparacion de medias para el Experimento 1, plasmada en el Cuadro 11,
muestra como los valores de compuestos bioactivos presentaron diferencias
significativas (p 2 0.05) en las variables de Antocianinas totales en etapa antesis en
vaina (ATAnV), compuestos fendlicos en hoja en etapa antesis y postantesis
(CFTAnH, CFTPoANH), en capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis y
postantesis en hoja (CIdRAnH, CIdRPoAnH), asi como en concentracion de
compuestos fendlicos de vaina en etapa antesis. El 73% de los genotipos no
presentaron concentracion de antocianinas totales en vaina (ATAV), sin embargo,
para el resto, el genotipo Rojo Mochitlan (RM) presento una concentracion
estadisticamente diferente con 21.8 mg-100g* equivalente Cianidin-3-Glucosido
(EqC3G), seguido con diferencia significativa (p = 0.05) por el genotipo Rojo Olinala
(RO) con 17.41 mg EqC3G-100g. Los valores obtenidos para Antocianinas totales
presentan valores similares a los presentados por Efeoglu (2009), asi como valores
inferiores a los presentados por Gu (2018), esto debido a que los presentados por
Efeoglu se traté de genotipos con tonalidad verde y manchas pequefias que indican
la presencia de antocianinas, mientras que los presentados por Gu son genotipos
gue se encuentran pigmentados en su totalidad. Comparando lo que se observa en
los resultados de estos experimentos y los de los autores previamente
mencionados, la presencia de antocianinas se puede deber a cuestiones genéticas,
las cuales pueden ser potenciadas por estrés abidtico, aunque su presencia se
puede asociar también a deficiencia de fosforo, acompafiado de un desarrollo

considerablemente bajo, como el observado por Isah (2019).
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Cuadro 11. Comparacion de medias de las diferentes variables evaluadas para cada uno de los genotipos del Experimento
1, maices fordneos a Nuevo Leon.

Genotipo ATAnV CFTAnH (mg CFTPoANnH (mg CIdRANH CIdRPoANH CFTANnV (mg
(mg-100gt C3G) EAG-100g?) EAG-100g?1)  (umol EqT-g?) (umol EqT-g?) EAG-100g7?)
NC od 216.23 cdef 493.08 abc 353.24 bc 672.96 abcde 171.7 a
RM 21.8a 184.56 ef 577.7 ab 326.23 bc 832.19 ab 153.36 ab
RO 1741 b 328.11 abcd 509.96 abc 406.67 bc 778.4 abcd 99.24 cd
MM 3.67d 199.31 def 532.11 abc 496.88 ab 504.77 def 123.68 abc
AT od 233.99 bcdef 540.11 abc 460.28 ab 592.43 bcdef 106.45 bcd
AL od 153.55f 532.46 abc 390.89 bc 855.2 ab 127.55 abc
AND od 226.55 cdef 618.54 a 399.48 bc 907.89 a 165.41 ab
AT od 360.31 ab 460.02 bc 699.64 a 646.82 abcdef 182.39 a
Pe od 235.65 bcdef 429.15¢c 186.52 c 428.25 ef 99.14 c
CcC od 303.78 abcde 516.41 abc 385.13 bc 516.65 cdef 141.15 abc
Cz od 230.03 bcdef 491.16 abc 487.12 ab 572.97 bcdef 123.44 abc
RN od 345.74 abc 482.68 bc 336.46 bc 384.66 f 101.13 cd
RC 9.92 ¢ 214.22 514.71 abc 269.52 bc 899 a 98.34 cd
abcdef
As od 338.63 abc 439.22 c 456.87 ab 740.85 abcd 141.9 abc
Pi od 382.37 a 423.78 ¢ 355.24 bc 791.82 abc 120.74 abc

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). ATAnV= Antocianinas totales etapa antesis en vaina; CFTAnH=
Compuestos fendlicos totales etapa antesis en hoja; CFTPoAnH= Compuestos fendlicos totales etapa postantesis en hoja;
CIdRANH= Capacidad antioxidante etapa antesis en hoja; CIdRPoAnH= Capacidad antioxidante etapa postantesis en hoja,
CFTANnV= Compuestos fendlicos totales etapa antesis Vaina.
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Para el caso de la concentracion de compuestos fendlicos en etapa antesis
(CFTAH), el 46.6% de los genotipos presentaron concentraciones superiores, con
el Pioneer P3057W (Pi) concentrando mayor cantidad con 382.37 mg EAG-100g,
mientras que el Amarillo Liberaltepec (AL) fue el que presento los valores méas bajos
estadisticamente con 153.55 mg EAG-100g, esto es observado en la Figura 14,

donde se presentan las concentraciones para la etapa antesis y postantesis de los
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Figura 14. Representacion grafica de los resultados obtenidos para compuestos
fendlicos en hoja en etapa antesis y postantesis. CFTAnH: Compuestos fendlicos
totales en etapa antesis en hoja; CFTPoAnH: Compuestos fendlicos totales en etapa
postantesis en hoja.
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Con relaciobn a la mayor capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis

(CIdRANH) se observé que el 33% de los genotipos presentaron mayor capacidad
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de forma significativa, teniendo al genotipo Amarillo Temalacatzinga (AT) como el
superior con 618.54 pmol EqT-g*; el 60% de los genotipos sin diferencia
significativa (p = 0.05), presentaron bajas capacidades inhibitorias de radicales,
siendo de menor capacidad el genotipo Pepitilla (Pe), con 186.2 umol EqT-g* en

tejido foliar.

Se observa como en la etapa postantesis existe un incremento abrupto en las
concentraciones de compuestos fendlicos totales (CFTPoAnH) en los genotipos,
observandose que el 60% de los genotipos con mayor concentracion no presentan
diferencia significativa (p = 0.05); sin embargo Amarillo Nanche Dulce (AND)
presento la mayor concentracion (618.54 mg EAG-100gt), mientras que los
genotipos con menor concentracion fueron los testigos, Asgrow 7573 (As) y Pioneer
P3057W (Pi) presentando 439.22 y 423.78 mg EAG-100g™, respectivamente, asi
como Pepitilla (Pe) con 429.15 mg EAG-100g™t. La mayor capacidad inhibitoria de
radicales (CIdRPoAnH) se dio en el 60% de los genotipos, observandose a Amarillo
Nanche Dulce (AND) y Reventador Café (RC) con los valores mas altos (907.89

umol EqT-g*y 899 umol EqT-gt, respectivamente).

En el Experimento 2 se presentaron diferencias significativas (p = 0.05) en diferentes
analisis, como se observa en el Cuadro 8A, obteniendo resultados para la
concentracion de compuestos fendlicos totales en etapa antesis y postantesis en
hoja asi como para capacidad inhibitoria de radicales de hoja en etapa postantesis,
concentracion de compuestos fendlicos totales en vaina en etapa antesis, y en

capacidad inhibitoria de radicales en tejido de vaina en etapa postantesis.
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En el Cuadro 12 se plasma la comparacion de medias para genotipos del
Experimento 2, donde se observa que para hoja, los CFTA en el genotipo Azul San
Luis presenta resultados comparables a los obtenidos para los genotipos testigo,
asi como a Ancho Mejorado, y Blanco Hualahuises, y que pertenecen al mismo
grupo estadistico.

En compuestos fendlicos en hoja para etapa postantesis fue diferente,
observandose como los genotipos Azul in situ y Blanco Hualahuises fueron los de
mayor valor estadisticamente diferente, aunque en la capacidad inhibitoria de
radicales en hoja para la etapa postantesis, presento valores discordantes a los de
compuestos fendlicos, presentdndose como inferior el genotipo Blanco
Hualahuises. Asi mismo se observo una diferencia significativa (p = 0.05) en los
valores de compuestos fendlicos totales en vaina para la etapa de antesis, donde
se observa un comportamiento similar a los compuestos fendlicos totales en hoja
de la etapa antesis, destacando como Arrocillo Veracruzano (AV) vuelve a ser el

menos estadisticamente.

En el Experimento 3, plasmado en el Cuadro 9A, se observa como se presento
diferencia significativa (p = 0.05) en las variables de concentracion de compuestos
fendlicos en hoja en etapa antesis y postantesis, asi como en la capacidad inhibitoria
de radicales en etapa post antesis; mientras que en tejido de vaina, se observo
diferencia significativa (p = 0.05) en la comparacion de medias para la variable
concentracion de compuestos fendlicos en etapa antesis, asi como en la capacidad

inhibitoria de radicales en etapa postantesis.
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Cuadro 12. Comparacion de medias de las diferentes variables evaluadas para cada uno de los genotipos del Experimento
2, maices mejorados.

CFTAnH (mg CFTPoAnH (mg CIdRPoAnH CFTANV (mg CIdRPoOANV

Genolipo  rG.100g7)  EAG-100g7Y)  (umol EqT-gY) EAG-100g?)  (umol EqT-g%)
As 349.46 a 404.9 cd 784.45 a 162.42 a 199.29 ab
Pi 366.79 a 397.06 cd 797.88 a 113.67 bc 257.34 a
AS 173.14 c 488.49 ab 515.97 ab 102.69 bc 168.87 abc
AV 217.90 be 354.57 d 582 ab 75.72 ¢ 189.92 abc
AM 271.12abc  467.26 be 514.45ab  118.04 abc 233.71a
BH 303.86 ab 571.65 a 391.58 b 126.81 ab 84.81 c
ASL 350.14 a 279.73 d 536.21 ab 161.02 a 109.61 bc

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). CFTAH= Compuestos fendlicos totales etapa antesis en hoja; CFTPAH= Compuestos
fendlicos totales etapa postantesis en hoja; CAAH= Capacidad antioxidante etapa antesis en hoja; CAPAH=Capacidad antioxidante etapa
postantesis en hoja, CFTAV= Compuestos fendlicos totales etapa antesis Vaina; CFTPAV= Compuestos fendlicos totales etapa postantesis en
vaina; CAAV= Capacidad antioxidante etapa antesis en vaina; CAPAV= Capacidad antioxidante etapa postantesis en vaina.
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Las variables capacidad inhibitoria de radicales en hoja en etapa antesis (CIdRANnH),
concentracion de compuestos fendlicos en etapa postantesis (CFTPoOANV) y
capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en tejido de vaina (CIdRANV)
son iguales estadisticamente, posiblemente a que se han observado afecciones en
la capacidad inhibitoria por afecciones exdgenas a la planta, ya sea mediante

sustancias aplicadas o estrés abidtico (Ghasemi-Pirbalouti, 2017; Toscano, 2019).

Para el caso del experimento de los maices nativos de Nuevo Léon, en el Cuadro
13 se observa la comparacion de medias, donde se observan diferencias
significativas (p = 0.05) en compuestos fendlicos totales en etapa postantesis en
hoja y vaina, asi como en capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en
hoja.

Cuadro 13. Comparacion de medias de las diferentes variables evaluadas para cada
uno de los genotipos del Experimento 3, maices nativos de Nuevo Ledn.

CFTPoANH (mg CIdRPoANH CFTPoANV (mg

Genotipo EAG-100g7)  (umol EqT-g?)  EAG-100g?)
As 624.87ab 819.71a 293.48abc
Pi 508.38ab 771.6ab 331.39ab
NP 486.33ab 669.43ab 208.11bc

RRC 415.51b 389.06b 200.48bc
MR 483.74ab 488.74ab 304.65abc

MJIMB 357.71b 496.79ab 334.16ab
Am 470.36ab 744.39ab 311.38abc
MS 494.94ab 418.01b 408.63a
PP 412.24b 546.47ab 143.19¢
MPN 494.84ab 437.89ab 338.62ab
MS 725.27a 488.2ab 260.53abc
MA 555.07ab 483.33ab 292.46abc

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). CFTAH=Compuestos
fendlicos totales etapa antesis en hoja; CFTPAH=Compuestos fendlicos totales
etapa postantesis en hoja; CAAH= Capacidad antioxidante etapa antesis en hoja;
CAPAH=Capacidad antioxidante etapa postantesis en hoja, CFTAV= Compuestos
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fendlicos totales etapa antesis Vaina; CFTPAV= Compuestos fendlicos totales etapa
postantesis en vaina;, CAAV=Capacidad antioxidante etapa antesis en vaina,
CAPAV=Capacidad antioxidante etapa postantesis en vaina.

Los resultados de los analisis de compuestos fendlicos y capacidad inhibitoria de
radicales en antesis fueron similares a los reportados por Vazquez-Olivo (2019)
pero considerablemente superiores a los que se presentaron en etapa postantesis.
Los resultados de concentracion de compuestos fendlicos totales en etapa antesis
en vaina mostraron que el 62.5% de los genotipos son estadisticamente iguales
entre los de mayor valor, siendo superados por el genotipo Arrocillo Temalacatzinga

con 182.39 unidades.

En el trabajo presentado por Amarowicz (2010) es notable que el estrés causado
por bajas temperaturas reduce la concentracion de compuestos fendlicos, esto
posiblemente a las afecciones metabdlicas presentadas por este tipo de estrés.
Xue-Jun (2013) demostré que la altitud es un factor abiotico con alta probabilidad
de alterar diversos procesos metabdlicos, por lo que se puede pensar que cualquier
estrés abidtico genera un cambio en las concentraciones de compuestos fendlicos,

asi como la actividad antioxidante de estos.

En la literatura se han reportado comparaciones de los compuestos fendlicos en
etapas de desarrollo; sin embargo, no se ha demostrado la relacién posible entre
ellos (Guajardo, 2018; Vlaisavljevi¢, 2017). Con base en lo mencionado se realizé
un analisis de correlacion, presentado en el Cuadro 14, entre las horas calor (GDD)

y los compuestos fendlicos en etapa antesis y postantesis (CFTAnH, CFTPoAnH).
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Cuadro 14. Coeficientes de correlacion entre los compuestos fendlicos y gdd.
CFTPreantesis CFTPostantesis GDDPreantesis GDDPostantesis

CFTPreantesis 1
CFTPostantesis -0.34* 1
GDDPreantesis -0.42** 0.3* 1
GDDPostantesis -0.38** 0.33* 0.94** 1

(*) P<0.05; (**) P<0.01.

Se observa como los genotipos con menor requerimiento de GDD Preantesis y
postantesis presentan una mayor concentracion de compuestos fendlicos, los
cuales pueden estar involucrados en las ventajas de este tipo de genotipos, entre
las cuales encontramos la funcion de “escape” a factores del medio ambiente, por
lo cual, cuenta con un metabolismo acelerado comparado con genotipos tardios,
reduciendo su exposicién a factores bidticos y abiodticos (Rodriguez, 1990) asi
mismo, estos genotipos se asocian a una menor duracion del area foliar,
aumentando la senescencia de las hojas y disminuyendo la tasa fotosintética; sin
embargo, presentan una mayor velocidad de produccibn de materia seca,

comparada con las plantas tardias (Santos, 2010).

4.2.3. cuantificacidén de antocianinas en grano mediante HPLC

Se realizaron analisis de compuestos de interés en grano, buscando
concentraciones de antocianinas, asi como de carotenoides; esto debido a que
existe una amplia gama de articulos que mencionan su importancia para la salud

humana (Lago, 2014; Luo et al., 2020; Rosales et al., 2016; Zhu et al., 2017).

El analisis de varianza del Experimento 1, como se plasma en el Cuadro 10A,

maices forAneos a Nuevo Leon, presenta diferencias significativas (p = 0.05) en las



72

variables Cianidin-3-Glucosido, Pelargonidin-3-Glucosido, Peonidina-3-Glucosido,
asi como del complejo Provitamina A, pero estadisticamente iguales, las variables

para luteina y zeaxantina, causada por sus bajos valores en sus cuadrados medios.

En los Experimentos 2 y 3, maices mejorados y maices de Nuevo Ledn, no se
presentaron suficientes repeticiones para poder realizar andlisis estadisticos
validos. En el Cuadro 15 se observa la comparacion de medias para las variables
evaluadas en grano del Experimento 1, en las cuales se puede ver como superior
en concentraciones de Cianidin-3-Glucosido al genotipo Negro Cualac (NC), con
60.88 pg/mg de este compuesto. Asi mismo se observa como este genotipo
presenta alta concentraciébn en Peonidin-3-Glucosido, aunque presento una
concentracion menor de  Pelargonidin-3-Glucosido, siendo  superado
estadisticamente por el genotipo Morado Mayanalan (MM), con 21.6 pg/mg lo cual
difiere con el comportamiento tipico, en el cual se observa a cianidin-3-glucosido
como el compuesto mayoritario, con un aproximado de 75% (Salinas, 2005),
mostrando la importancia de la caracterizacion de los pigmentos de genotipos de

interés con la finalidad de explotar sus beneficios a la salud humana.

El complejo ProVitaminaA tuvo presencia en el 60% de los genotipos, entre los
cuales se presenté diferencia significativa (p = 0.05), observandose el genotipo
Amarillo Nanche Dulce (AND) como superior con 2.72 ug/mg, aunque se presento
en el mismo grupo estadistico que los genotipos Amarillo Tremesino (AT), Pepitilla
(Pe), y Asgrow 7573 (As). El genotipo Amarillo Nanche Dulce (AND) también
presento los valores mas altos en el complejo ProVitaminaA, al compararse con el

genotipo CML-297, utilizado como indicador de referencia, y con los resultados
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Cuadro 15. Comparacioén de medias para las diferentes variables evaluadas de los componentes bioactivos en grano del
Experimento 1, enfocandose en las variables Cianidin-3-Glucosido, Pelargonidin-3-Glucosido, Luteina, Zeaxantina y el

complejo Provitamina A.

Genotipo Cianidin-3- Pelargonidin-3- Peonidin-3- Luteina Zeaxantina  ProVitA
Glucosido (mg/g) Glucosido (mg/g) Glucosido (mg/g) (1g/9) (1g/9) (na/9)
NC 60.88 a 6.41 ab 6.02 a 0 0 0
RM 3.75b 201b 0 0 0 0
RO 1.08b 1.29b 1.19b 0 0 0
MM 12.71 ab 21.60 a 2.61 ab 0.07 0.23 0.82Db
AT 0 0 0 0.61 1.31 2.14 ab
AL 0 0 0 0 0 0
AND 0 0 0 0.86 1.92 272a
ATe 0 0 0 0 0 0
Pe 0 0 0 0.56 1.17 1.21 ab
CcC 0 0 0 0.15 0.33 0.99b
Ccz 0 0 0 0.26 0.54 1.10b
RN 2.24 b 1.24b 0 0.33 0.82 1.15b
RC 2.38b 0 0 0.42 0.81 0.84b
As 0 0 0 0.23 0.55 1.29 ab
Pi 0 0 0 0 0 0

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).
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presentados por Muzhingi (2011), cuyos valores fueron inferiores, por lo que se
considera necesario trabajos de mejoramiento genético enfocados a la biofortificacion
del maiz, con la finalidad de otorgar un mayor valor alimenticio, asi como sus beneficios
contra aflatoxinas en la mazorca, ayudando en la preservacion de genotipos nativos

con interés alimenticio.

4.3. Objetivo 3.

4.3.1. Siembra controlada.

Se monitorearon los datos de humedad del suelo con muestreos peridédicos como se
observan en el Cuadro 16, donde se presentan los datos en % de humedad en
temperatura ambiente (TA) y temperatura inducida (TI), la diferencia entre riego (R) y

sequia (S) fue de aproximadamente un 6 % entre ambos tratamientos de temperatura.

Cuadro 16. Porcentaje de humedad presente durante el estrés por sequia en el
experimento de macetas controladas.

Tratamiento

Fecha TAR (%) TAS (%) TIR (%) T1 S(%)
Lunes 7 de octubre 81.47 86.33 85.52 82.36
Jueves 10 de octubre  83.81 85.33 86.36 87.56
Lunes 14 de octubre 89.53 83.13 90.21 84.96

TA= Temperatura ambiente; Tl= Temperatura inducida; R= Riego, S= Sequia.

De esta misma manera, se observa en el Cuadro 17, los datos de temperatura
registradas durante el tratamiento de calor inducido utilizando la camara de
solarizacion, en la cual se observa un aumento de las temperaturas, y una acumulacion

de °C acumulados.
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Cuadro 17. Condiciones de temperatura afiadida por el tratamiento de la camara de
solarizacion controlada.

Fecha Temp Temp Diferencia Tiempo Total Total
exterior (°C) interior (°C) °C) (hr) (°C) acumulado (°C)

09/10/2019 31 40 9 2 18 18
10/10/2019 33 45 12 4 48 66
11/10/2019 28 38 10 2 20 86
14/10/2019 30 38 8 4 32 118
15/10/2019 29 40 11 4 44 162
16/10/2019 30 39 9 4 36 198
17/10/2019 35 45 10 4 40 238
30/10/2019 32 47 15 4 60 298

4.3.2. toma de datos fenotipicos y fisioldgicos

Se llevo a cabo una evaluacion fenotipica de los genotipos sometidos a los factores de
humedad y temperatura. En el Cuadro 11A se presentan los cuadrados medios para
las diferentes caracteristicas fenotipicas como: dias a floracion masculina y femenina
(DFF, DFM), altura de planta (Alt), altura de mazorca (AltMaz) y peso de mazorca
(PMaz). Se utiliz6 peso de mazorca debido a una deficiencia en la fecundacion de
grano, esto debido a la falta de produccion de polen por el aislamiento del experimento,
asi como por la afeccion del estrés por sequia, ya que como menciona Villalobos-
Gonzalez et al. (2017), el maiz, bajo estrés por sequia, presenta un aumento en los
dias a floracion, tanto masculina como femenina y una afectacion en el rendimiento de

grano.

La comparacion de medias entre genotipos en las diferentes mediciones fenotipicas

se observa en el Cuadro 18, donde se aprecia la diferencia significativa (p = 0.05) en
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dias a floracion femenina (DFF), dias a floracion masculina (DFM), peso de

mazorca(PMaz), altura (Alt) y altura de mazorca (AltMaz).

Cuadro 18. Comparacion de medias para los genotipos en las diferentes
caracteristicas fenotipicas.

Genotipo DFF DFM Pmaz Alt AltMaz
Asgrow 7573 56 c 53.75b 64.71a 116.29c 43.95D
Rojo Mochitlan 58.73b 55.67a 29.17b  158.7 a 62.2 a
Rojo Olinala 59.7ab 55.83a 21.75b 153.17ab 62.72a

Reventador Café 60.6ab 5455ab 4263 ab 136.21bc 55.42 ab
Amarillo Nanche Dulce 61.92 a 55.32a 39.79ab 147 ab 62.03 a
Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).

Es notable como el genotipo testigo Asgrow 7573, presenta caracteristicas de
precocidad en sus dias a floracibn comparado con el resto de los genotipos,
presentando valores para dias a floracion femenina (DFF) y dias a floracion masculina
(DFM) de 56 y 53.75 DDS, respectivamente. Estos valores fueron menores a los que
presenta el genotipo Amarillo Nanche Dulce en DFF con 61.92 DDS, y con Rojo
Mochitlan en floracién masculina con 55.67 DDS. Para la variable peso de mazorca
(PMaz) se observo la formacion de dos grupos, entre los cuales se visualizé como el
genotipo testigo Asgrow 7573, Reventador Café y Amarillo Nanche Dulce se
encontraron en el mismo grupo con 64.71, 42.63 y 39.79 g, respectivamente. Para
altura de planta (Alt) el genotipo testigo Asgrow 7573 obtuvo los menores valores con
116.29 cm, aunque en el mismo grupo estadistico estuvo el Reventador Café con
136.21 cm. Una situacion similar se presentd para altura de mazorca (AltMaz) con

valores de 43.95 para Asgrow 7573 y 55.42 cm para Reventador Café.
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La humedad del suelo influy6 en las caracteristicas dias a floracion femenina (DFF),
dias a floracion masculina (DFM) y peso de mazorca (PMaz), como es visible en el
Cuadro 19, donde se observo en el tratamiento de riego que los DFF fueron menores
comparados con los de sequia (56.6 dias y 62.67, dias, respectivamente) siendo esto
un retraso altamente considerable; caso similar a lo sucedido en DFM en la cual, la
condicion de Riego presentd valores de 53.03 dias, mientras que en sequia fue de
57.16. Para peso de mazorca el efecto fue contrario, ya que en sequia los valores

fueron mas bajos comparados con los de riego (19.39 g y 59.15 g, respectivamente).

Cuadro 19. Comparacién de medias para el factor de humedad.
Humedad DFF DFM Pmaz

Riego 56.6 b 53.03b 59.15a
Sequia 62.67a 57.16a 19.39 b
Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).

La variable de peso de mazorca (PMaz) presento una disminucion significativa ante el
estrés de sequia de aproximadamente 68%, similar a lo mencionado por Chaves-
Barrantes (2016), quien menciona una disminucion aproximada del 70% en los valores
de rendimiento, causado por una afeccién a la fecundacidén gracias al secado de

estigmas y polen por efecto del tratamiento de estrés.

En la Figura 15 se observa un grafico que presenta el comportamiento del experimento
de estrés por sequia y altas temperaturas, en el cual, se presenta un intervalo mayor
entre dias a floracion masculina y femenina entre los tratamientos de riego y sequia,
tal como lo explica Edmeades (1993), quien menciona un aumento entre estos

intervalos a medida que el estrés por sequia se incrementa.
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Figura 15. Representaciones graficas de los DFF (Dias a floracion femenina) y DFM
(Dias a floracion masculina) entre riego y sequia.

En la interaccion de los tratamientos de temperatura y humedad, se observaron
diferencias significativas (p = 0.05), tales como se plasman en el Cuadro 20, donde las
diferencias son visibles en el tratamiento de temperatura inducida y sequia (Tl S) con
los valores mas bajos en la variable Alt y AltMaz con una media de 109.85 cm y 45.03
cm respectivamente, mientras que los valores mas altos se observaron en el
tratamiento de temperatura ambiente y riego (TA R) con 178.77 y 72.63 cm en Alty
AltMaz, respectivamente. Hussain et al. (2019) muestra un comportamiento similar al
observado en el experimento de estrés de sequia y altas temperaturas, donde se
puede ver como el tratamiento control presento la mayor altura de planta y altura de
mazorca, mientras que el tratamiento de temperatura ambiente y sequia (TA S), y

posteriormente la temperatura inducida y sequia (TI1 S), fueron disminuyendo.
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Cuadro 20. Medias de la interaccién temperatura por ambiente.

Doble Interaccion Alt AltMaz
TIS 109.85a 45.03a
TAS 117.21a 46.92ab
TIR 146.04b 57.54b
TAR 178.77c 72.63c

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). Tl = Temperatura inducida,
TA = Temperatura ambiente, S = Sequia, R = Riego.

3.2 Evaluacion fisiolégica del experimento de sequiay altas temperaturas

Los andlisis de varianza para las variables de temperatura de la hoja y transpiracion
obtenidas con el porometro de estado constante mostraron diferencias significativas (p
= 0.05; Cuadro 12A) en los muestreos 1y 2, para los factores temperatura y humedad.
Temperatura de hoja en muestreo 1 (LeafTemp1l) present6é una mayor afeccién bajo el
tratamiento de temperatura inducida (TI) con 32.36 °C y en transpiracién en etapa 2
(Trans2) con una reduccion de 2.12 ug-cm?s™ en temperatura ambiente con riego (Tl
R) reduciéndose a 0.08 pg-cm2s en temperatura ambiente con sequia (TA S) para la
interaccibn de temperatura por humedad como se observa en el Cuadro 21,
observandose como, aunque la transpiracién es mayor en el estrés de Tl S, no fue lo

suficientemente superior como para reducir la temperatura de la planta.

Cuadro 21. Comparacion de medias para la interaccion de temperatura por humedad
determinados por el porometro de estado constante.

Riego Sequia
Tratamiento X LeafTempl X trans2 X LeafTemp1 X trans2
(°C) (Mg-cm?s?) (°C) (Mg-cm?s™)
TA 28.2d 212 a 30.58 ¢ 0.08 c
TI 32.36 b 0.44Db 33.09 a 0.38b

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).
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La transpiracion y la temperatura de la hoja son indicadores de estrés por sequia, altas
temperaturas, e incluso por salinidad, observandose comportamientos similares a los
mencionados por De Azevedo Neto et al. (2004), quienes muestran una disminucion
en la transpiracion y aumento en la temperatura de hoja al aplicar estrés, de la misma
forma que lo explica Maricle (2007), quien observé el mismo comportamiento en hierba
de pantano (Spartina sp.), presentandose un incremento de casi 4 °C al presentarse
el estrés por sequia. La transpiracion es de alta importancia para la temperatura de la
hoja, ya que mediante este proceso se puede reducir la temperatura mediante la
apertura de estomas, aunque se puede ver afectada en estrés por sequia, ya que este
proceso hara que la planta pierda agua. Los efectos de la interaccion causadas por
los estreses por sequia y altas temperaturas para transpiracion (Tmmol) y
Concentracion interna de CO2 (Ci) se observan en la Figura 16, donde se presenta
como el estrés abiotico disminuye la transpiracién, pero cuenta con un aumento en el
CO:z intracelular, esto debido al aumento de respiracion, siendo el calor un factor de

alta importancia (Hussain et al., 2019).

14

T 12 800

£ 10 [ 2 600

T 6 I S 400

o =

1S 4 [e) I I

g I > 200

g 2 =

€ 0 G o

= Riego Sequia Riego Sequia
Ambiente Calor Ambiente Calor

Figura 16. Transpiracion y concentracion de CO2z presente en la interaccion entre el
estrés de sequia y altas temperaturas.
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En el Cuadro 13A se observan los cuadrados medios y los coeficientes de variacion
de cada una de las variables medidas [Trans (mol H20 m2.s1), Cond(mol H20 m
s'1), Photo (uMol CO2 m2-s?), Ci (uMol CO2 Mol?) y Fv/Fm (MA)]; se aprecia que
existio diferencia significativa (p = 0.05) en el 75% de las variables para temperatura,
en el 100% de las variables para humedad, en el 12.5% de las variables para la
interaccion Condiciéon de Humedad X Genotipo y en un 25% de las variables para la
interaccién Condicion de Temperatura X Condicion de Humedad, pero no se present6
diferencia significativa (p = 0.05) para ninguna de las variables en las fuentes de
variacion de Genotipos, interaccion Temperatura X Genotipo, ni tampoco para la doble

interaccién Genotipos X Condicion de Humedad X Condicién de Temperatura.

La Conductancia Estomatica (Cond) se vio afectada por el tratamiento de temperatura
reduciéndose de 0.29 a 0.22 mol H20 m? s'! para temperatura ambiente y temperatura
inducida (TA, TI), respectivamente, tal como se presentan en el Cuadro 22. En este
cuadro se observa una diferencia significativa de 0.07 (mol H20 m>2 s?). La alta
temperatura del tratamiento induce en la planta un cierre estomatico limitando el flujo
de agua al exterior y consecuentemente reduciendo la conductancia con la finalidad

de reducir la perdida de agua.

Cuadro 22. Comparacion de medias presentadas para conductancia estomatica en los
tratamientos de temperatura.

Tratamiento X Cond (mol H20 m?2 s?)
TA 0.29b
Tl 0.22a

Letras diferentes indican diferencias significativas (p = 0.05).
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En el Cuadro 23 se observa una comparacion de medias para las variables Cond (mol
H20 m? s1) y Fv/Fm (MA) que presentaron diferencias significativas (p = 0.05) para el
factor de humedad. Se observa en la variable Cond una reduccion de 0.34 a 0.16 (mol
H20 m2 s1) entre el tratamiento de riego (R) y sequia (S), ocasionado por el cierre
estomatico debido al efecto del estrés de humedad del suelo. Para el caso de la
variable medida sobre el dafio al Fotosistema IlI, determinado mediante la
fluorescencia, se observa como el tratamiento de sequia, tuvo una disminucion de la
fluorescencia, interpretado como un efecto en el dafio al este fotosistema, provocando

una menor capacidad fotosintética de la planta.

Cuadro 23. Comparacion de medias para las variables Cond y Fv/Fm para los
tratamientos de riego y sequia.

x Cond (mol
Tratamiento X Fv/Fm (MA)
H20 m2 st)
R 0.34 a 0.76 a
S 0.16 b 0.62 b

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). MA= Medida adimensional.

La conductancia estomatal es considerada como un mecanismo de escape al
presentarse algun tipo de estrés abiotico como sucede en el tratamiento de estrés por
temperaturas, manifestandose una disminucion entre el tratamiento de temperatura
ambiente y el de temperatura inducida (Lamaoui et al., 2018). La diferencia para la
conductancia estomatal entre el tratamiento de sequia y riego es debido a que la planta
disminuye la conductancia para evitar la pérdida de agua (Prasad, 2008), lo cual se

observa en la Figura 17. En esta misma figura se observa como el factor humedad
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presenta una disminucion considerable en su funcionalidad a través de la eficiencia
cuantica de energia de excitacion atrapada en el fotosistema Il (PSll), teniendo un
comportamiento similar al presentado por Efeoglu (2009), quien muestra una

disminucién considerable en el coeficiente Fv/Fm al presentarse el estrés por sequia.
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Figura 17. Comparacion de medias de conductancia estomatal (Cond) y dafio a
fotosistemas (Fv/Fm) para riego y sequia.

En el Cuadro 24 se presenta la interaccion Genotipos X Humedad para la variable
Tasa Fotosintética (Photo). Se observa como los genotipos presentaron diferentes
tasas de fotosintesis (p = 0.05) para riego, con el genotipo Asgrow 7573 (As) como el
que presento la tasa fotosintética mas alta con 15.44 pMol CO2-m2-s?, seguido por
Amarillo Nanche Dulce (AND) con 14.38 pMol CO2:m=-s; mientras que bajo
condiciones de sequia el comportamiento de los genotipos fue el mismo pero con
valores negativos, lo que significa que no hubo fotosintesis durante el periodo de
estrés severo, posiblemente debido al cierre estomatal ocasionado por la deficiencia

de agua.
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Cuadro 24. Interaccion de genotipo por humedad con las medias para tasa
fotosintética.

Riego Sequia
. X Photo (uMol . X Photo (uMol
Genotipo COzm2.s7) Genotipo COzm2.50)
RC 9.8b As -9.17
RM 991b RC -9.05
RO 11.05 ab RM -8.91
AND 14.38 ab RO -8.82
As 15.44 a AND -8.62

Letras diferentes indican diferencia significativa (p =2 0.05). RC= Reventador Café; RM=
Rojo Mochitlan; RO= Rojo Olinala; AND= Amarillo Nanche Dulce; As= Asgrow 7573.

Entre los valores encontrados para esta variable, hubo valores promedio similares a lo
reportado por Xu (2020), aunque hubo genotipos que presentaron menores valores
qgue los reportados por Wang (2018) y Leakey (2006), esto ya que los materiales
vegetales cuentan con diferencias genéticas y morfoldgicas las cuales pueden tener

una gran importancia en el proceso.

En el Cuadro 25 se presentan los valores de la doble interaccion para Transpiracion
(Tmmol) y Concentracion intracelular de CO2 (Ci). Solamente por efectos de sequia,
(con temperatura ambiente) la transpiracion disminuy6 de 2.12 a 0.08 (mol H20 m-
2.s1); sin embargo, no hubo efectos de la sequia cuando se presento la temperatura
inducida ya que el comportamiento fue de 0.44 y 0.38 (mol H20 m=2-s!) para riego y

sequia, respectivamente.

Cuadro 25. Medias con diferencia significativa para las interacciones entre temperatura
y humedad.

Doble interaccion X TMmol (mol H,0 m2.s?) X Ci (uMol CO,-Mol?)

TAR 212c 310.03 a
TAS 0.08 a 467.93 b
TIR 0.44 b 327.33 a
TI'S 0.38Db 533.08 c

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).
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Para el caso de Ci, los efectos de la condicion de humedad fueron también importantes
bajo temperatura ambiente, al pasar de 310.03 a 467.93 (uMol CO2-Mol?). Este
aumento en los valores de Ci es debido al cierre estomatal ocasionado por la falta de
humedad, incrementando la concentracion interna debido a los bajos niveles de
fotosintesis. Los efectos de la temperatura fueron adn mayores, ya que bajo
condiciones de temperatura inducida en riego, los valores fueron iguales
estadisticamente a la condicién de temperatura ambiente (327.33 pMol CO2-Mol?); sin
embargo, al pasar a la condicién de sequia bajo este tratamiento de alta temperatura,
los valores fueron los mas altos estadisticamente, presentando valores de 533.08
(uMol CO2:Mol?t); Esto demuestra que cuando se presentan los dos tipos de estrés,
el metabolismo de la planta disminuye ain mas, incrementando el CO: interno por la

falta de un proceso fotosintético activo.

La tasa de asimilacion fotosintética y la concentracion de CO: intracelular se ven
correlacionadas negativamente como se observa en la Figura 18, siendo un
comportamiento similar al presentado por diversos autores en diferentes cultivos (Gao,
2016; Xu et al., 2020; L. Zhang, 2012), aunque diferente a lo mencionado por Yin
(2011), posiblemente por la baja concentracion de Ci presente en sus analisis. Estas
concentraciones se encuentran en la doble interaccién, aunque estos pueden
presentar valores no significativos al presentar estrés inducido debido a la variabilidad

que se observa en los resultados como lo fue en el estudio de Cairns (2013).
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Figura 18. Analisis de regresion entre fotosintesis (Photo) y concentracion de CO2
intracelular (Ci) (Coeficiente de correlacion r = -0.90)

4.3.3. Determinacion de compuestos bioactivos

Las evaluaciones de compuestos bioactivos se llevaron a cabo mediante los métodos
de Folin-Ciocalteu, donacién de electrones a DPPH"y ABTS'*. Se realizo un muestreo
preantesis en el cual se observaron los cuadrados medios presentados en el Cuadro
14A, donde se visualizaron diferencias significativas (p = 0.05). La prueba de Folin-
Ciocalteu y DPPH" mostro diferencias significativas (p = 0.05) en las fuentes de
variacion de genotipo, temperatura, humedad, interaccion Condicién de Humedad X
Genotipo y la doble interaccion, Genotipo X Temperatura Inducida X Humedad. En el
Cuadro 15A, se muestra el cuadro de comparacion de medias para la doble interaccion
para estas mismas variables. En forma grafica, se presenta la Figura 19, en la cual se
observa la cuantificacion de compuestos fendlicos totales (CFT) por Folin-Ciocalteu

mostro que los tratamientos con los valores mas altos se presentaron en los
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tratamientos de temperatura ambiente con riego (TA R) en el genotipo Reventador
Café (RC) con 133.56 mg-EAG-100g*, mientras que el genotipo Amarillo Nanche
Dulce (AND) presenta los menores valores con 101.17 mg-EAG-100g™, sin embargo
los tratamientos de estrés, ya sea temperatura alta o sequia (Tl y S, respectivamente)
no se observa un patron definido. En esta figura se observa que los valores mas bajos
para esta variable fueron para los tratamientos de temperatura inducida con riego en
el genotipo Rojo Olinalda (RO R TI) con solo 53.96 mg-EAG-100g* observado en el

Cuadro 15A.
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Figura 19. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales por Folin-Ciocalteu (CFT,
color naranja) y de capacidad inhibitoria de radicales por el método de DPPH"
(CIdRDPPH", azul), para la triple interaccion de tratamientos. AND = Amarillo Nanche
Dulce, RC = Reventador Café; RM = Rojo Mochitlan; RO = Rojo Olinala; As = Asgrow
7573; R = Riego; S = Sequia; TA = Temperatura ambiente; Tl = Temperatura inducida.

Para la variable de capacidad inhibitoria de radicales por DPPH' (CIdR DPPH) se
presentaron diferentes comportamientos, ya que la interaccibn con mayor

concentracion fue la de temperatura inducida con sequia en el genotipo Amarillo
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Nanche Dulce (AND S TI) con 107.34 mg-EAG-100gt, mientras que la de menor valor
fue en temperatura inducida con sequia para el genotipo Reventador Café (RC S TI)

con 19.35 mg-EAG-100g los cuales se presentan en el Cuadro 15A.

En la figura anterior se observd como el tratamiento de calor (Tl) afecta de diferentes
formas en las concentraciones de compuestos fendlicos totales (CFT) asi como su
capacidad inhibitoria de radicales DPPH* (CIdR DPPH), la cual viene correlacionado de
forma positiva, observdndose como no existe un patron estable de la respuesta de
cada uno de los genotipos, comparandose con lo mencionado por Toscano et al.
(2019) quien menciona como este tipo de estrés puede afectar aumentando o
disminuyendo la concentracion de compuestos fendlicos totales basandose en la
actividad presentada por la enzima fenilanina amonio liasa (PAL) la cual es la primer
enzima de la via de los fenilpropanoides (Godoy, 2002), aunque no son comparables
con los resultados obtenidos por Ancillotti (2015) debido a que presento valores

contrastes.

Los resultados de DPPH' presentaron una correlacion positiva a los compuestos
fendlicos totales con un coeficiente de correlacion de 0.37**, como es observado en el
Cuadro 16A, observandose aun con la presencia de compuestos no fendlicos, debido
a la falta de una purificaciébn para obtener resultados de alta precision, los cuales
pueden disminuir la actividad antioxidante como se observa en la interaccion calor-
sequia, presentando una correlacion positiva, aunque no de valor significativo (P<0.05)
(Sadeghi, 2015). La interpretacion de resultados debe considerar que los métodos para
determinacion de compuestos fendlicos totales y capacidad inhibitoria de radicales se

basan en diferentes mecanismos de estabilizacion de radicales libres. Mientras que el
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método de DPPH-* funciona mediante la donacion de un atomo de hidrogeno (Guija-
Poma et al. 2015) el método de Folin-Ciocalteu se basa en la donacion de un electron
reduciendo el radical y generando que la reaccién obtenga la coloracion azul
caracteristica (Blainski, 2013), ambos métodos generan un compuesto antioxidante
inerte, como lo es un radical cation en el caso de donacion de electrén y un radical
fenoxil no reactivo en el caso del mecanismo de donacion de atomo de hidrogeno
(Leopoldini, 2004), pudiendo ser la razén por las diferencias entre tratamientos de
estrés en las concentraciones de compuestos fendlicos totales, asi como en la
capacidad inhibitoria de radicales por método de DPPH-, siendo similares a los
resultados obtenidos por Ghasemi (2017), donde se observa un incremento en la
capacidad inhibitoria de radicales en el tratamiento de estrés por sequia, similar a lo
sucedido en este experimento. Cabe mencionar que la eficiencia antioxidante de los
compuestos fendlicos se ve afectada segun el tipo de enlace que tenga al anillo
aromatico, lo cual se puede ver afectado por el estrés de altas temperaturas (Wang,

2019).

Los resultados para la prueba de capacidad de inhibicion del reactivo ABTS* son
presentados en el Cuadro 26, donde se observan las medias en mg-EqT-100g™ en los
tratamientos de ambiente (TA) y temperatura inducida (TI), los cuales mostraron
valores de 125.34 y 156.2 mg-EqT-100g! respectivamente, mientras que en el Cuadro
27 se observan las medias para el factor de humedad con valores de 129.34
mg-EqT-100g? en condiciones de riego (R) y 154.61 mg-EqT-100g* en condiciones de

sequia (S).
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Cuadro 26. Comparacion de medias en la cuantificacion por el método ABTS** para los
tratamientos de calor inducido y temperatura ambiente.
Temperatura X ABTS™ (mg-EqT-100g2)
TI 125.34 b
TA 156.52 a
Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).

Cuadro 27. Comparacion de medias en la cuantificacion por el método ABTS** para los
tratamientos de riego y sequia.

Humedad X ABTS* (mg-EqT-100g7?)
R 129.34 b
S 154.61 a

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).

Se observa como las medias presentaron una diferencia de 25.27 mg equivalente
Trolox para la prueba de ABTS* entre riego (R) y sequia (S), mostrandose un patrén
similar al tratamiento de temperatura. La temperatura testigo, o0 ambiente, se observa
con mayor cantidad de mg equivalente Trolox, comparado con el tratamiento de
humedad, donde se observa que el tratamiento testigo, o riego, se presenté una

cantidad menor considerable.

El método de ABTS* mostro como el estrés por calor disminuye la concentracion de
EQT en el extracto, mientras que se observa en aumento bajo el estrés por sequia tal
como lo muestra Sarker (2018), quien observé que a medida que aumenta el estrés
por sequia, la capacidad inhibitoria de radicales por el método de ABTS™ se ve
aumentada, mientras que el estrés por calor presenta una disminucion en la capacidad
inhibitoria, aunque se requieren analisis enzimaticos para poder comprender de forma

correcta esta actividad (Soengas, 2018).



91

4.3.4. Evaluacion de compuestos bioactivos del experimento postantesis con
tratamiento de temperatura.

La evaluacion de compuestos bioactivos para el experimento de postantesis con
temperatura ambiente e inducida (TA y TI) mediante la camara de solarizacion
controlada se realizd6 mediante el andlisis de compuestos fendlicos totales por Folin-
Ciocalteu, asi como la capacidad de donacion de electrones por el método de DPPH*
y ABTS™, siendo posteriores a la primera toma de muestra por 15 dias. En el Cuadro
17A se observan los cuadrados medios y solo presentaron diferencias significativas (p
= 0.05) para la fuente de variacion de temperatura en los tres analisis (Folin-Ciocalteu,
DPPH"y ABTS™). En el Cuadro 28 se presentan las comparaciones de medias para
cada una de las pruebas, donde se observan para las diferencias significativas (p =
0.05) para Temperatura, observandose como la prueba compuestos fendlicos totales
por Folin-Ciocalteu (CFT) se vio afectado por este tratamiento, reduciendo la
concentracion de 79.95 a 60.48 mg-EAG-100g*, mientras que para la capacidad
inhibitoria de radicales por DPPH' (DPPH") se redujo de 67.33 a 34.21 mg-EAG-100g"
1, siendo un comportamiento similar en la prueba de capacidad inhibitoria de radicales

por ABTS* (ABTS™*) con una disminucién de 82.86 mg-EqT-100g™.

Cuadro 28. Comparacion de medias para las pruebas de Folin-Ciocalteu, DPPH" y
ABTS para los tratamientos de calor inducido y ambiente.

Temperatura X Folin-Ciocalteu X DPPH' X ABTS™
(mg-EAG-100g?) (mg-EAG-100g™) (mg-EqT-100g7)

TI 60.48 b 3421 b 333.18 b

TA 79.95 a 67.33 a 416.04 a

Letras diferentes indican diferencias significativas (p = 0.05).
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Los comportamientos observados para las pruebas de compuestos fendlicos y
capacidad inhibitoria de radicales pueden ser debido a la acumulacion de compuestos
toxicos, como las ROS (Balla, 2007) en el tejido foliar de las plantas de maiz nativo,
aunque se ha mencionado previamente que la formacion de proteinas de choque
térmico afecta en la disminucion de sintesis de proteinas como la fenilalanina amonio
liasa (PAL) la cual es fundamental para la ruta metabdlica de los compuestos fendlicos
(Kang, 2002). Es visible como las plantas en temperatura ambiente (TA) presentan una
mayor concentracién que las presentadas en el tratamiento de temperatura inducida

(TI), similar a comportamientos previamente reportados (Soengas et al., 2018).

Diferentes variables, llamese, fenotipicas, fisiolégicas o bioquimicas de las plantan
pueden presentar relacidén entre ellas, por lo que se realizé un analisis de correlacion.
Entre las variables consideradas se encuentra la concentracion de CO: intracelular, la
cual es un factor de alta importancia para la fisiologia vegetal ya que en altas
concentraciones estas pueden estimular las tasas fotosintéticas, aunque este
comportamiento no es lineal. Al tener concentraciones de COz intracelular en exceso,
se pueden presentar problemas como la formacion de ROS (Dusenge, 2019),
generando problemas en variables como peso de mazorca (PMaz), dafio a
fotosistemas (Fv/Fm), tasa fotosintética (Photo), y en concentracién de compuestos
fendlicos totales (CFT), capacidad inhibitoria de radicales por DPPH"y ABTS™* (DPPH",
ABTS™). En el Cuadro 29, donde se presentan los coeficientes de correlaciones, las
cuales varian dependiendo del tratamiento, ya sea riego (R) o sequia (S), ya que cada
uno de los tratamientos puede afectar de diferente forma en los factores fenotipicos,

bioquimicos y fisiolégicos (Avramova, 2015; Song, 2019).
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Cuadro 29. Cuadro de correlaciones entre las variables determinadas para los tratamientos de riego y sequia.

DFF DFM Alt AltMaz Pmaz Tmmol Cond Photo Ci Fv/IFm DPPH ABTS™ CFT
R DFF 1
DFM 0.41* 1
Alt 0.42* 0.29 1
AltMaz 0.43* 0.37* 0.79** 1
PMaz -0.25 -0.34 -0.10 0.0012 1

Tmmol 0.18 0.0014 0.57** 0.45* 0.01 1
Cond 0.14 0.01 0.33 0.24 -0.07 0.88** 1
Photo -0.17 -0.13 -0.13 -0.13 0.32 -0.11 -0.19 1
Ci 0.04 -0.11 -0.08 0.02 -0.11 0.03 0.19 -0.61*~* 1

Fv/Fm -0.09 -0.34 -0.19 -0.01 0.46* -0.08 0.02 0.03 0.30 1
DPPH" -0.30 -0.25 -0.24 -0.24 0.02 -0.11 0.03 -0.26 0.37* 0.03 1
ABTS™ 0.03 0.02 0.17 0.17 -0.15 0.37* 0.24 -0.38* 0.03 -0.3 0.18 1
CFT -0.02 -0.16 0.49**  0.45* 0.08 0.69** 0.46** -0.16 -0.09 -0.23 0.14 0.73** 1
S DFF 1

DFM 0.34 1
Alt 0.06 0.38 1
AltMaz 0.29 0.06 0.64** 1
Pmaz -0.30 -0.17 0.06 -0.04 1

Tmmol -0.13 -0.02 0.14 0.06 0.55** 1
Cond -0.12 0.02 0.07 0.02 0.47** 0.97** 1
Photo 0.10 -0.01 0.06 -0.08 -0.24 -0.39* -0.44** 1

Ci 0.07 -0.12 -0.26 0.01 -0.34 -0.55** -0.47** -0.11 1
Fv/Fm 0.16 -0.08 -0.11 -0.42* 0.24 -0.03 -0.06 -0.005 -0.05 1
DPPH’ -0.10 -0.08 0.11 -0.02 0.65** 0.79** 0.76** -0.15 -0.40* 0.17 1
ABTS™ 0.05 -0.34 0.09 -0.04 0.01 -0.16 -0.26 0.1 -0.02 0.34 0.11 1
CFT 0.02 -0.16 -0.15 -0.32 0.44** 0.18 0.18 -0.18 -0.03 0.35 0.54** 052 1

(*) P<0.05; (**) P<0.01. DFF: Dias a floracion femenina; DFM: Dias a floracion masculina; Alt: Altura; AltMaz: Altura de
mazorca; PMaz: Peso de mazorca; TMmol: Transpiracién; Cond: Conductancia; Photo: Asimilacién fotosintética; Ci;
Concentracion de CO:z intracelular; Fv/Fm: coeficiente de dafio a fotosistemas; DPPH': Capacidad inhibitoria mediante el
método de DPPH*; ABTS*: Capacidad inhibitoria mediante el método ABTS'*; CFT: Compuestos fendlicos totales.



94

Uno de los comportamientos de mayor interés en el cuadro previo es el de DPPH"
contra la concentracion de CO: intracelular, ya que se observa un coeficiente
significativo en ambos casos, pero negativo y positivo en los tratamientos de riego
y sequia (R y S) respectivamente, lo cual puede ser un indicio a que el
comportamiento de la capacidad inhibitoria se basa en las condiciones de estrés
para manifestarse de cierta forma. Caso similar a lo ocurrido con la transpiracion

(TMmol) en el estrés por sequia (S), asi como contra la conductancia (Cond).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Con base en el objetivo general del presente trabajo se puede llegar a las siguientes

conclusiones:

Existe relacion entre el contenido de compuestos bioactivos y caracteristicas
fisiologicas involucradas a la resistencia a estrés por sequia y altas
temperaturas, siendo las poblaciones de maices nativos portadores de
caracteristicas de interés en variables fenotipicas, fisiologicas y de
compuestos bioactivos, lo cual es de alta importancia para los programas de

mejoramiento genético.

Con base a los objetivos especificos:

1. Las poblaciones nativas del pais cuentan con caracteristicas de interés para

los programas de mejoramiento genético como lo son altura de planta, altura
de mazorca, dias a floracion, rendimiento, y su asociacion a las horas calor
a las que son sometidos hasta su etapa de floracion en Marin, Nuevo Leon.

Los compuestos bioactivos en tejido foliar presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre los genotipos sembrados en campo gracias a la

variabilidad de estos, asi como que existe una relacion inversa a las unidades
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calor acumuladas, lo cual indica a los compuestos bioactivos como una
caracteristica de interés para el mejoramiento genético, no solo en grano,
sino también en tejido foliar.

3. El estrés por sequia y altas temperaturas afecta de formas significativas
(p<0.05) en variables como concentracion de compuestos fenodlicos y
capacidad inhibitoria de radicales, transpiracién, concentracion de CO:

intracelular, tasa fotosintética, y variables fenotipicas.

5.2. Recomendaciones

Los compuestos bioactivos son piezas clave para implementar en la toma de
decisiones para los programas de mejoramiento genético, sin embargo, se deja a

disposicion una lista de recomendaciones para corroborar lo previamente dicho.

1. Determinar la cantidad minima de muestras necesarias para disminuir el error
obtenido entre poblaciones y tratamientos en las variables fenotipicas,
fisiol6gicas y bioquimicas.

2. Incluir analisis de expresion genética y con la finalidad de comprender en
mayor aspecto las funciones de la intervencion de los compuestos fendlicos
como un mecanismo de defensa fundamental para el estrés por sequia y
altas temperaturas, dando cabida a la busqueda de marcadores moleculares
gue puedan facilitar la seleccion de genotipos de interés.

3. ldentificar y cuantificar los compuestos fenélicos de mayor interés mediante
métodos especializados con equipos de cromatografia fina acoplados a un

equipo de espectrometria de masas.
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4. Analizar la presencia de radicales libres que puedan estar afectando en el

buen funcionamiento de las plantas.
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Cuadro 1A. Cuadrados medios (CM) y coeficientes de variacion de variables
agronémicas evaluadas en el Experimento 1 en la Unidad Académica Marin.

Fuentes de variacion

Variables CMGenotipo CMBloques  CMError Cv
Alt (cm) 2003.59** 2242.48 419.88 0.0038
AltMaz (cm) 632.78 289.29 400.09 18.49
DFF (dias) 93.27** 10.34 11.42 4.17
DFM (dias) 19.26* 8.16 5.32 3.01
LE (cm) 63.38** 3.91 15.67 8.05
PMaz (g) 17416.69** 1039.3 1166.2  34.04
LMaz (cm) 127.93* 55.6 39.81 44.33
DiMaz (cm) 74.48** 9.55 8.21 26.03
#Hil 95.17** 11.02 5.16 20.37
#GxH 389.5** 33.33 53.16 30.03
PG (9) 6148.26** 187.25 580.8 32.35
RG (Ton/ha) 24.02** 0.73 2.27 32.35

(*) P<0.05; (**) P< 0.01.



Cuadro 2A. Comparacion de medias de las diferentes fuentes de variacion obtenidas para el Experimento 1.
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Genotipo Alt (cm) A(Ig\rc]?z (SI,ZE) (3:; '\S/I) LE (cm) PMaz(g) L((I\:/Irg)z D(lé\:lna)z #Hil #GxH PG () (ToF;(/;ha)
NC 273.83 a 122 84 bc 77.67ab 54.33ab 100.08 bcd 14.92ab 13.22a 14abc 27.17ab 77.29bc 4.83bc
RM 260.83 abcd 129.83 79 ¢ 74.33 ab 50 ab 102.33bcd 20.93a 1356a 13 abcd 25.11ab 84.78bc 5.3 bc
RO 256.57 abcd 108.83 77 c 7433 ab 49.33ab 86.78bcd 21.17a 1244ab 11.67bcd 25.11ab 69 bc 4.31 bc
MM 270.17 ab 116.17 91.33b 80.33a 58.83a 35.02 cd 5.67b 443 b 3.33e 10b 18.26 ¢ 1.14c
AT 236.41 abcd 105 80.33 bc 76 ab 495ab 101.56bcd 13.98ab 14.11a 14.44abc 27.89ab 82.06 bc 5.13 bc
AL 258.91 abcd 113.35 103.93a 80.33a 51.33ab N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

AND 252,91 abcd 122.83 83.67bc 79.33ab 46.17b 100.22bcd 14.68ab 13.58a 11.67bcd 29ab 84.56bc 5.28bc
ATe 262.74 abc 114.17 80c 75.67ab 54.17ab 64.17bcd 12.82ab 7.92ab 7 de 16.17ab 50.17bc 3.14 bc
Pe 226.8 bcd 127.83 78 ¢ 75 ab 46.67 b 145.22b 17.32ab 14.79a 14.67 abc 35a 120.67ab 7.54 ab
CcC 256.47 abcd 106 78 ¢ 74.67 ab 53.33ab 80.05bcd 16.33ab 13.24a 11 cd 23.11ab 75.11bc 4.69 bc
Cz 22547 cd  99.33 80.33 bc 78 ab 43.33b 114.44bc 15.74ab 138a 10.67cd 30.11ab 98.56ab 6.16ab
RN 237.47 abcd 86.67 84.93 bc 79 ab 46.17 b 78 bcd 14.82ab 11.4ab 18.5 ab 32 ab 59 bc 3.69 bc
RC 229.97 bcd 101.5 83 bc 78 ab 4467b 91.17bcd 16.62ab 11.01ab 18.78a 36.22a 70.06bc 0.87c
As 217.11d 85.43 73.73c 72.98 b 43.24 b 305.06 a 2097a 16.12a 13.89abcd 3557a 171.45a 10.72a
Pi 241.67 abcd 86.5 75 ¢ 73 b 48.25 ab N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). Alt=Altura; AltMaz=Altura de mazorca; DFF=Dias a floracion
femenina; DFM= Dias a floracibn masculina; LE= Longitud de espiga; PMaz= Peso de mazorca; LMaz= Longitud de
mazorca; DiMaz= Diametro de mazorca; #Hil= Numero de hileras; #GxH= Numero de granos por hileras; PG= Peso de
grano; RG=Rendimiento de grano.
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Cuadro 3A. Cuadrados medios y coeficientes de variacion de variables agronomicas
evaluadas en el Experimento 2 de la Unidad Académica Marin.
Fuentes de variacion
Variables Fenotipicas CM Genotipo CM Bloques  CM Error CVv

Alt (cm) 320.79 439.35 14935  5.03
AltMaz (cm) 1119.72* 9.76 207.55  13.26
DFF (dias) 65.52* 14 16.92  5.17
DFM (dias) 22 24%* 0.77 2.69 2.16
LE (cm) 51.4* 9.21 7.98 6.31
PMaz (g) 24131.81* 346.58 1494.33  38.45
LMaz (cm) 262.39 386.71 280.45 116
DiMaz (cm) 127.66** 5.86 17.76  41.78
#Hil 102+ 5.08 1452  41.76
#GxH 714.81%* 23.67 89.28  40.97
PG (g) 9776.78** 20.7 890.49  40.07
RG (Ton/ha) 38.19* 0.08 3.48  40.07

(*) P<0.05; (**) P< 0.01. Alt=Altura; AltMz=Altura de mazorca; DFF=Dias a floracion
femenina; DFM= Dias a floracion masculina; LE= Longitud de espiga; PMaz= Peso
de mazorca; LMaz= Longitud de mazorca; DiMaz= Didmetro de mazorca; #Hil=
Numero de hileras; #GxH= Numero de granos por hileras; PG= Peso de grano;
RG=Rendimiento de grano.
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Cuadro 4A. Comparacion de medias de las diferentes fuentes de variacion obtenidas para el Experimento 2 de la Unidad

Académica Marin.

Genotipo  Alt (cm) AltMaz PFF LE (cm) PMaz — LMaz  DiMaz #Hil #GxH PG (g) RG
(cm) (dias) (dias) (9) (cm) (cm) (Ton/ha)
As 2185 81.75b 74 b 73b 41.25bc 306.83a 21.8 17.6a 14 a 36 a 175.17a 10.95a

Pi 239.14 84.45b 7456b 7291b 47.3abc N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
AS 252 11483 ab 84.35ab 76.33b 49.67ab 89.33b 1569 13.2ab 11.78ab 19.25b 72.56b 4.53 ab

AV 250.89 106.41ab 83.56ab 77.34b 47.02abc 79.74b 2519 9.25b 831b 25.89%9ab 54.44b 3.4b

AM 2405 107.5ab 89 a 84 a 50.5a N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
BH 243.33 129.33a 81.33ab 76.33b 40.17c 128.94b 15.68 13.78ab 13.11ab 35.89a 106.6lab 6.66 ab
ASL 246.67 115.83ab 76.67ab 74.67b 42.83abc 122.22b 14.73 13.14ab 12.11ab 31.22ab 102.78b  6.42 ab

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05). Alt=Altura; AltMaz=Altura se mazorca; DFF=Dias a floracién
femenina; DFM= Dias a floracibn masculina; LE= Longitud de espiga; PMaz= Peso de mazorca; LMaz= Longitud de
mazorca; DiMaz= Diametro de mazorca; #Hil= Numero de hileras; #GxH= Numero de granos por hileras; PG= Peso de
grano; RG=Rendimiento de grano.
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Cuadro 5A. Cuadrados medios y coeficientes de variacion de variables agronomicas
evaluadas en el Experimento 3.

Fuentes de variacion
Variables fenotipicas CMGenotipo CMBloques CMError CV

Alt (cm) 1284.65*  400.08  250.93 6.42
AltMaz (cm) 1743.35*  783.86  212.8 13.03
DFF (dias) 152.06** 23.09 16.35  4.87
DFM (dias) 19.59%* 1.23 22 194
LE (cm) 29.91** 22.31 4 475
PMaz (g) 21566.72%  1510.57 726.02 36.33
LMaz (cm) 146.28** 32.22 26.71 53.76
DiMaz (cm) 83.28* 15.29 18.49 57.57
#Hil 84.63* 29.95 22.48 60.17
#GxH 518.23** 182.36  68.44 48.59
PG (g) 7338.49%  994.67 507  44.32
RG (Ton/ha) 28.67* 3.89 1.98  44.32

(*) P<0.05; (**) P< 0.01. Alt=Altura; AltMz=Altura de mazorca; DFF=Dias a floracién
femenina; DFM= Dias a floracién masculina; LE= Longitud de espiga; PMaz= Peso
de mazorca; LMaz= Longitud de mazorca; DiMaz= Diametro de mazorca; #Hil=
Numero de hileras; #GxH= Numero de granos por hileras; PG= Peso de grano;
RG=Rendimiento de grano.
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Cuadro 6A. Comparacion de medias para las diferentes variables fenotipicas obtenidas para el Experimento 3, Maices
nativos de Nuevo Leon.

. RG
Genotip AltMaz DFF DFM LMaz DiMaz .
o Alt (cm) (cm) (dias) (dias) LE (cm) PMaz (g) (cm) (cm) #Hil #GxH PG (9) (Tz;l/h
As 221.33b  845hbc 73.33 e 73b 50 a 300.37a 20.67a 13.87ab 14 34.67a 164.02a 10.25a
Pi 233.67ab 87.33 bc 73.67 e 73 b 45.17 ab N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

NP 2525ab 123 abc 82 bcde 76 bc 435abc 173.79b 16.5ab 155a 12 35a 100.6 ab 6.29 ab
RRC 277.33a 143.67a 96.4 a 76.33 bc 37.33¢c 28.17d 8.97b 6.87 b 711 1261b 20.72b 13b
MR 218.83b 91.33 bc N/D 77.33 bc 41.5 bc N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
MJIM 271.5ab 135.67 ab 87.67bcde 76 bc 40.67bc 96.5bcd 16.8ab 12.38ab 13.6 285ab 74 b 463 b
Am 220.33 b 815bc 79.33cde 75.33bc 43.17abc 121.61bcd 16.9ab 13.82ab 141 36.78a 99.89ab 6.24 ab

MS 231.5ab 103.5abc 95 bc 87 a 39.5 bc 129.5bc 15.3ab 13.05ab 11 295a 1075ab 6.72ab
PP 265.5ab 150.67a 91.62bcd 78.33b 39.5 bc 39.33cd 8.25b 7.57b 9 13.33b 30b 1.88b
MPN 256.5ab 108.33abc 80.33cde 77.67bc 41.67bc 55.17cd 10.57b 7.97b 9.67 18.67ab 43.83b 274D
MS 264.5 ab 133 ab 91.48bcde 78 bc 41.17 bc N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D

MA 2425ab 102.33abc 77.9 de 75.33bc  41.17bc 48.89cd 9.61Db 7.68b 8.89 1556a 40.11b 251b

Letras diferente s indican diferencia significativa (p = 0.05). Alt=Altura; AltMaz=Altura de mazorca; DFF=Dias a floracion
femenina; DFM= Dias a floracion masculina; LE= Longitud de espiga; PMaz= Peso de mazorca; LMaz= Longitud de
mazorca; DiMaz= Diametro de mazorca; #Hil= Numero de hileras; #GxH= Numero de granos por hileras; PG= Peso de
grano; RG=Rendimiento de grano.
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Cuadro 7A. Cuadrados medios y coeficiente de variacion para los compuestos
bioactivos en tejido foliar del Experimento 1.

Fuente de variacion

CMGenotipo CMBIloques CMError CV

ATANV (mg EqC3G-100g) 153.45** 0.7 1.88 47.98

CFTANnH (mg EAG-100g™) 14112.5** 5187.23 1722.38 15.68

CFTPoANH (mg EAG-100gt)  8237.51** 6508.72 1780.54 8.34

CIdRANH (umol EqT-g?) 30652.17** 1593.87 5782.31 19.11

CIdRPoANH (umol EqT-g?) 68380.01** 14427.92 6958.53 12.38

CFTANnV (mg EAG-100g%?) 3390.33** 799.67 399.1 16.06

CFTPoANnV (mg EAG-100g) 1956.63 238.84  1319.29 12.26

CIdRANV (umol EqT-g?) 3294.35 1400.55 4472.46 66.34

CIdRPoANnV (umol EqT-g* 9636.01 5803.38 8499.44 46.42
(*) P<0.05; (**) P< 0.01. ATAnV= Antocianinas totales en etapa antesis en vaina,;
CFTAnH= Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en hoja; CFTPoAnH=
Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en hoja; CIdRAnH= Capacidad
inhibitoria de radicales en etapa antesis en hoja; CIdRPoAnH= Capacidad inhibitoria
de radicales en etapa antesis en hoja; CFTAnV= Compuestos fendlicos totales en
etapa antesis en vaina; CFTPoAnV= Compuestos fendlicos totales en etapa
postantesis en vaina; CIdRAnV= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis
en vaina; CIdRPoAnV= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en vaina.

Cuadro 8A. Cuadrados medios y coeficientes de variacion obtenidos para las
variables de compuestos bioactivos en tejido foliar del Experimento 2.
Fuentes de variacion
CMGenotipo CMBloques CMError CV
CFTANnH (mg EAG-100g')  13061.54** 133.39 1001.33 11.06
CFTPoANnH (mg EAG-100g?) 24249.58** 362.63 976.17 7.59
CIdRANH (umol EqT-g?) 19820.82 25744.6 11383.8 28.72
CIdRPoANH (umol EqT-g') 114772.92** 3081.76 14137 17.7
CFTANnV (mg EAG-100g™) 2394.71** 1549.6 218.2 11.92
CFTPoANnV (mg EAG-100g™) 5023.54 2815.13 28335 17.16
CIdRANV (umol EqT-g?) 3437.21 3055.8  4097.73 69.22
CIdRPoANV (umol EqT-g*  12671.24**  1787.72 1374.6 18.46
(*) P<0.05; (**) P< 0.01. CFTAnH= Compuestos fendlicos totales en etapa antesis
en hoja; CFTPoAnH= Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en hoja;
CIdRANH= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en hoja;
CIdRPoANnH= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en hoja; CFTAnV=
Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en vaina; CFTPoAnV= Compuestos
fendlicos totales en etapa postantesis en vaina; CIdRAnV= Capacidad inhibitoria de
radicales en etapa antesis en vaina; CIdRPoAnV= Capacidad inhibitoria de radicales
en etapa antesis en vaina.

Variables
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Cuadro 9A. Cuadrados medios y coeficientes de variacion obtenidos para las
variables de compuestos bioactivos en tejido foliar del Experimento 3.
Fuentes de variacion
CMGenotipo CMBloques CMError CV
CFTAnH (mg EAG-100g')  13061.54** 133.39 1001.33 11.06
CFTPoANH (mg EAG-100g!) 24249.58** 362.63 976.17 7.59
CIdRANH (umol EqT-g?) 19820.82 25744.6 11383.8 28.72
CIdRPoANH (umol EqT-g') 114772.92** 3081.76 14137 17.7
CFTANnV (mg EAG-100g) 2394.71** 1549.6 2182 11.92
CFTPoANnV (mg EAG-100g) 5023.54 2815.13 2833.5 17.16
CIdRANV (umol EqT-g?) 3437.21 3055.8  4097.73 69.22
CIdRPoANV (umol EqT-g*  12671.24** 1787.72 1374.6 18.46
(*) P<0.05; (**) P< 0.01. CFTAnH= Compuestos fendlicos totales en etapa antesis
en hoja; CFTPoAnH= Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en hoja;
CIdRANH= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en hoja;
CIdRPoANnH= Capacidad inhibitoria de radicales en etapa antesis en hoja; CFTAnV=
Compuestos fendlicos totales en etapa antesis en vaina; CFTPoAnV= Compuestos
fendlicos totales en etapa postantesis en vaina; CIdRAnV= Capacidad inhibitoria de
radicales en etapa antesis en vaina; CIdRPoAnV= Capacidad inhibitoria de radicales
en etapa antesis en vaina.

Variables

Cuadro 10A. Cuadrados medios y coeficientes de variacion para las variables
obtenidas de compuestos bioactivos en grano de la Unidad Académica Marin.
Fuente de variacion

Variables CMGenotipo CMBloques CMError CVv
Cianianidin-3-Glucosido 1176.9** 2.34 7.81 25.75
Pelargonidina-3-Glucosido 83.33* 3.7 5.16 70.92
Peonidina-3-Glucosido 12.26* 0.99 0.94 79.92
Luteina 0.15 0.09 0.08 67.29
Zeaxantina 0.67 0.46 0.4 66.66
ProVitA 1.05* 0.43 0.09 20.43

(*) P<0.05; (**) P< 0.01.
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Cuadro 11A. Cuadrados medios obtenidos para cada una de las fuentes de
variacion fenotipicas.

Fuentes de variacion
CMG CMT CMT*G CMH CMH*G CMT*H CMG*T*H CV
DFF (Dias) 68.51* 1.18 7.72 510.8** 5.6 1.93 2.74 1.9
DFM (Dias)  9.35* 0.21 3.43 230.68** 0.88 1.48 0.61 24
Alt (cm) 2994 .4** 4123.22* 567.86 26743.52** 326.85 2523.5* 162.52 16.11
AltMaz (cm) 641.92** 756.02 53.17 3699.05** 37.64 838.31* 96.55 17.22
PMaz (g) 3207.65* 2298.4 272.29 23068.37** 4832 682.26 458.14 82.07

Variables

Donde CMG: Cuadrado medio de genotipos; CMT: Cuadrado medio de
temperatura; CMT*G: Cuadrado medio de interaccién temperatura por genotipo;
CMH: Cuadrado medio de humedad; CMH*G: Cuadrado medio de interaccion
humedad por genotipo; CMT*H: Cuadrado medio de interaccion temperatura por
humedad; CMG*T*H: Cuadrado medio de genotipo por temperatura por humedad;
CV: Coeficientes de variacion.
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Cuadro 12A. Cuadrados medios presentes en las diferentes variables medidas por el porometro de estado constante Li-
1600 en el experimento sequia y altas temperaturas.

Fuentes de variacion

Variables
CMG CMT CMT*G CMH CMH*G CMT*H CMG*T*H CV
LeafTemp (°C) 0.08 163.22** 15 34.88** 0.04 9.42** 0.49 2.27
Trans (ug-cm2s?) 7.74 23.69* 6.65 103.91** 1.65 6.25 6.59 65.14
LeafTemp2 (°C) 0.95 1525.72** 2.13 128.28** 1.68 0.99 2.36 2.85
Trans2 (ug-cm?s?) 0.0033 7.14** 0.0017 16.79** 0.01 14.25** 0.0033 9.61

(*) P<0.05; (**) P<0.01. Donde CMG: Cuadrado medio de genotipos; CMT: Cuadrado medio de temperatura; CMT*G:
Cuadrado medio de interaccion temperatura por genotipo; CMH: Cuadrado medio de humedad; CMH*G: Cuadrado medio
de interaccion humedad por genotipo; CMT*H: Cuadrado medio de interaccion temperatura por humedad; CMG*T*H:
Cuadrado medio de genotipo por temperatura por humedad; CV: Coeficientes de variacion.
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Cuadro 13A. Cuadrados medios presentes en las diferentes variables medidas por el medidor portatil de fotosintesis Li-
6400 en el experimento sequia y altas temperaturas.

Fuentes de variacion

Variables CMG CMT CMT*G  CMH  CMH*G CMT*H CMG*T*H CV
Tra”r?‘_(;g‘_’l')Hzo 00033  7.14% 00017  1679* 001  14.25% 00033 961
Conr?q(_;“:'l)Hzo 0.02 0.08* 001 0.46* 0.0l  0.00046 00037  0.02
Pho“;’n(;‘_';"_‘f)' €Oz 1774 0.08 8.83  6319.83*  20.56* 0.4 1033  155.07
Ci (mill)coz 49247 23802.67* 1756.74 476520.92* 1239.52 783613 13253  11.02

Fv/iFm (MA) 0.0027 0.00005 0.0015 0.31** 0.0015 0.001 0.0027 6.39

(*)P<0.05; (**) P<0.01. Donde CMG: Cuadrado medio de genotipos; CMT: Cuadrado medio de temperatura; CMT*G:
Cuadrado medio de interaccion temperatura por genotipo; CMH: Cuadrado medio de humedad; CMH*G: Cuadrado medio
de interaccion humedad por genotipo; CMT*H: Cuadrado medio de interaccion temperatura por humedad; CMG*T*H:
Cuadrado medio de genotipo por temperatura por humedad; CV: Coeficientes de variacion; (MA): Magnitud Adimensional.
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Cuadro 14A. Cuadrados medios presentes en las variables cuantificadas para determinar compuestos bioactivos en el
experimento con sequia y altas temperaturas.

Fuentes de variacion
CMG CMT CMT*G CMH CMH*G CMT*H CMG*T*H CVv

Variables

Folin-Ciocalteu

*% *%* ** ** *%
(mg-EAG-100g?) 1640.54 7506.28 431.87 4344.86 312.83 5100.01 546.91 12.04

DPPH:

*%* * * * *% *%
(mg-EAG-100g™) 2931.8 1424.34 697.16 988.43 635.35* 6616.36 1265.86 21.21

ABTS™

(mg-EqT-100g™) 867 13013.6 13275 8532.03 1409.54  2639.89 1158.15 19.91

(*) P<0.05; (**) P<0.01. Donde CMG: Cuadrado medio de genotipos; CMT: Cuadrado medio de temperatura; CMT*G:
Cuadrado medio de interaccion temperatura por genotipo; CMH: Cuadrado medio de humedad; CMH*G: Cuadrado medio
de interaccion humedad por genotipo; CMT*H: Cuadrado medio de interaccion temperatura por humedad; CMG*T*H:
Cuadrado medio de genotipo por temperatura por humedad; CV: Coeficientes de variacion; (MA): Magnitud Adimensional.
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Cuadro 15A. Comparacion de medias para los resultados de la prueba de Folin-
Ciocalteu y de la prueba de DPPH* en la doble interaccion, temperatura X genotipo X

humedad.

Triple interaccion

[ Folin-Ciocalteu (mg-EAG-100g™?)

[l DPPH"

(mg-EAG-100g)

TIR RO 53.96 a 37.42 abcd
TA S RO 54.98 ab 47.35 abcde
TI R AND 60.6 abc 52.37 bcde
TASRM 67.29 abc 70.34 bcdefg
TIS RO 69.81 abc 44 abcd
TIRRM 70.45 abc 43.57 abcd
TA S AND 73.17 abc 64.28 bcdef
TI'S AND 75.08 abc 107.34 g
TISRM 75.24 abc 69.23 bcdefg
TIRRC 80.26 abcd 66.29 bcdefg
TIS As 82.66 abcd 65.85 bcdefg
TISRC 84.36 abcd 19.35a
TA S As 88.44 abcde 29.98 ab
TIR As 90.55 bcde 74.39 cdefg
TA R AND 101.17 cdef 28.74 ab
TAR As 102.52 cdef 47.35 abcde
TARRO 115.42 def 86.47 efg
TASRC 115.44 def 32.46 abc
TA R RM 123.39 ef 46.85 abcde
TARRC 133.56 f 98.68 fg

Letras diferentes indican diferencia significativa (p = 0.05).

Cuadro 16A. Correlacién entre compuestos fendlicos totales por Folin-Ciocalteu y
DPPH.

CFT Folin-
Ciocalteu

CFT Folin-Ciocalteu 1
CIdRDPPH 0.37** 1

CIdRDPPH
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Cuadro 17A. Cuadrados medios para las fuentes de variacion del experimento
postantesis con tratamiento de calor inducido.

Fuentes de variacion

Variables
CMG CMT CMT*G CcVv
Folin-Ciocalteu 105.75 2843.63** 334.44 17.62
DPPH* 511.28 8226.36** 786.8 33.43

ABTS™ 4361.52 51494.78**  1511.27 15.15
(*) P<0.05; (**) P<0.01.




